








Uber die Aufspaltung von stickstoffhaltigen, zyklischen 
Verbindungen im Lichte der Quarzlampe. 


Von 
Fritz Lieben und Victor Getreuer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1933.) 


Die von Newberg (1908) zuerst beobachtete Abspaltung von 
Ammoniak aus Aminosiuren bei Belichtung hat vor einiger Zeit 
F. Urban und den einen von uns veranlaBt!, den quantitativen Umfang 
dieser Erscheinung bei Aminosiuren und einigen anderen Stoffen 
(Guanin, Anthranilsiure usw.) festzustellen; es wurde mit einer Quarz- 
quecksilberdampflampe bestrahlt. Es zeigten sich bei den Amino- 
siuren deutliche Verschiedenheiten; waihrend sich aber die Werte fiir 
abgespaltenes Ammoniak bei aquimolaren Lésungen zwischen 7 und 
30 ° 
Wert fiir Histidin, 88 %, in einer 0,1°ig. Lésung wurden sogar 


» des verfiigbaren x-Aminostickstoffs hielten, fiel der entsprechende 
iiber 100° gefunden betrichtlich aus dem Rahmen. Es war jeden- 
falls unwahrscheinlich, daB beim Alanin 10°, beim Tyrosin (p-Oxy- 
phenylalanin) 7°, beim Imidazolylalanin aber 88 9, des Stickstoffs 
der Seitenkette als Ammoniak abgetrennt werden sollten. Es war 
vielmehr naheliegend, die Provenienz des Ammoniaks hier auf eine 
Kernspaltung zuriickzufiihren und weiter zu fragen, ob das ganze 
Ammoniak dem Imidazolkern entstamme, oder doch ein Teil desselben 
der Seitenkette. 


Eine Entscheidung dieser Fragen lieB sich durch Kombination 
der Ammoniakbestimmung mit dem bekannten Verfahren nach van Slyke 
zur Bestimmung des freien Aminostickstoffs herbeifiihren. War das 
gefundene Ammoniak ausschlieBlich aus der Seitenkette entstanden, 


1 F. Lieben u. F. Urban, diese Zeitschr. 239, 250, 1931. 
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2 F. Lieben u. V. Cretreuer: 


so muBte eine Bestimmung nach van Slyke von entsprechender Dauer 
(etwa 1! ’, Stunden), die auch den Stickstoff aus Ammonsalzen umfaBt, 
bei bestrahlten Proben denselben Wert geben, wie bei unbestrahlten, 
sofern nicht etwa durch Kernéffnung neue freie Aminogruppen sich 
gebildet hatten. War andererseits das gebildete Ammoniak ganz oder 
zum Teil aus dem Imidazolkern abgespalten worden, dann mubte der 
freie Aminostickstoff der bestrahlten Probe héher sein als der der un- 
bestrahlten. Man konnte also aus dem Unverdandertbleiben des freien 
Amino-N-Wertes nach van Slyke eindeutig schlieBen, daB das gebildete 
Ammoniak der Seitenkette entstammt, ein Ansteigen dieses Wertes 
konnte aber sowohl auf eine totale oder partielle Provenienz des 
Ammoniaks aus dem Kern hindeuten als auch auf eine Ringdffnung 
unter Ausbildung neuer, freier Aminogruppen. Es stellte sich nun 
heraus, da8 bei Bestrahlung von Histidin der Wert nach van Slyke in 
der Tat bedeutend héher ist als beim unbestrahlten Histidin; um aber 
die vier uns interessierenden GréBen: freier Aminostickstoff aus Kern 
und Seitenkette, Ammoniak, entstanden aus Kern und Seitenkette, 
bestimmen zu kénnen, standen uns nur 1. der van Slyke-Wert, der die 
Summe der vier genannten GréBen reprasentiert, zur Verfiigung; 
2. der Wert fiir das gesamte abgespaltene Ammoniak; 3. die bekannte 
Zahl fiir den Seitenkettenstickstoff. Die Bestimmung des Histidins 
nach der kolorimetrischen Methode von Hanke und Koessler! konnte 
fiir die uns interessierende Art der Kernaufspaltung eindeutige Ergeb- 
nisse nicht liefern. Wir hatten also fiir unsere vier unbekannten GréBen 
nur drei unabhangige Gleichungen. 


I. 


1. Aus dieser Schwierigkeit ergab sich nun durch den tatsachlichen 
Verlauf der Versuche ein Ausweg. Es stellte sich namlich heraus, daB 
die Differenz zwischen den gefundenen van Slyke-Werten der bestrahlten 
Histidinprobe und dem berechneten und in guter Ubereinstimmung 
damit gefundenen der nichtbestrahlten Probe recht genau dem nach 
der bekannten Methode von Folin oder mit Hilfe von Destillation mit 
Magnesia ermittelten Wert fiir den als Ammoniak abgespaltenen Stick- 
stoff entspricht, z..B. 

a) Es wurden 30 ccm 1-Histidin-H Cl in 0,1 ° ig. Lésung + 10 Tropfen 
anthrachinondisulfosaures Natrium (0,1°,) als  Sensibilisator durch 
2 Stunden mit einer Quarzquecksilberdampflampe von Heraeus (2000 HK, 
220 Volt Gleichstrom) bei 15cm Vertikalabstand unter Eiskiihlung be- 
strahlt. Nach Hanke-Koessler waren dabei 76°, des Histidins verandert 
worden. 


1 K. K. Koessler u. M. 7. Hanke, J. of biol. Chem. 39, 497, 1919. 
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Aufspaltung von stickstoffhaltigen Verbindungen im Lichte usw. 3 


Die Amino-N-Bestimmung fiir 10 cem nach van Slyke durch 1!) Stunden 
ergibt 1,07mg Amino-N, der van Slyke-Wert der unbestrahlten Probe 
0,67 mg Amino-N; Differenz 0,40 mg Amino-N. 

Folin-Bestimmung fiir 10 cem 0.467 mg NH., d.h. 0,392 mg Ammo- 


niak-N. 


Weitere aihnliche Ansatze: 


b) van Slyke-Wert gefunden. . ....... Ld 1,04 0,69 
van Slyke-Wert (unbestrahlt) gefunden . . 0,67 0,67 0.33 
POON a eae ee cet sw ee SE OF Bae 
WH,-Stickestoff .......+2+++4+ + « O43 0,39 0,36 


Es war aus diesen Ergebnissen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit 
zu entnehmen daf das gesamte gebildete Ammoniak dem Imidazolkern 
entstammt, daB dariiber hinaus aber eine Bildung von neuen Amino- 
gruppen aus diesem Ringsystem nicht stattfindet. 

Einfacher liegen die Verhaltnisse beim Jmidazol; dieser Stoff 
gibt natiirlich in unbestrahltem Zustande einen vom ,,Wasserwert* 
nicht verschiedenen van Slyke-Wert; der nach der Bestrahlung auf- 
tretende Wert aber entspricht wieder sehr genau der als Ammoniak 
gefundenen Stickstoffzahl, z. B.: 

a) 30cem Imidazol. 0.032°, + 3cem n/10 HCl] + 10 Tropfen Sensi- 
bilisator (s. oben), Quarzlampe, 2 Stunden, wie in a). van Slyke fiir 10 cem 
der bestrahlten Probe (1'/, Stunden): 0,376 mg NH,-N; NH, nach F olin 
fiir 10 cem der bestrahlten Probe (1'/, Stunden): 0.378 mg Ammoniak-N. 


b) Weitere Versuche: 


van Slyke-Amino-N .... . 0,31 0,38 0,46 0,1] 
Folin-Ammoniak-N .... . 0,35 0,38 0,44 0,105 
nach Hanke-Koessler zerstért . 52.4°, 52 % ~~ —_ 


Es entstehen mithin auch beim Imidazo!l keine Aminogruppen; 
der hier neu auftretende Wert nach van Slyke ist ausschlieBlich auf 
das abgespaltene Ammoniak zu beziehen. Durch diese Beobachtung 
gewinnen die aus den Versuchen beim Histidin gezogenen Schliisse 
noch mehr an Sicherheit; denn, wenn im Imidazol beim Bestrahlen 
sich freie Aminogruppen nicht bilden, so ist dies auch beim Histidin 
kaum anzunehmen. 


2. Es war naheliegend, weiter nachzusehen, ob sich diese Regel- 
maBigkeit im Verhalten bei der Bestrahlung auch bei anderen zyklischen 
Verbindungen mit Stickstoff im Kern vorfindet. Zunachst war da wohl 
an das Tryptophan zu denken, das, gleich dem Histidin, auBer der 
Aminogruppe in der Seitenkette Stickstoff im Kern enthalt. Jedoch 
erwies sich diese Aminosaure fiir unsere Zwecke als wenig geeignet. 
Es zeigte sich, daB im van Slyke-Apparat auch unbestrahltes Tryptophan 


1* 








4 F. Lieben u. V. Getreuer: 


nach 1' , Stunden einen deutlich héheren Wert liefert, als der Theorie 
entspricht (z. B. fiir 5cem Lésung 0,1°,, 0.3895 mg Amino-N  statt 
berechnet 0,343 mg), was sich wohl durch die Einwirkung des Eisessig- 
Nitritgemisches erklart, das eine Reaktion nach Adamkiewicz, kenntlich 
an der gelb-braunen Vorfarbe, hervorruft. Bei bestrahlten Proben ist 
der van Slyke-Wert nur sehr wenig héher als bei unbestrahlten, zumal 
der Effekt der Reaktion nach Adamkiewicz hier geringer zu sein scheint, 
und es laBt sich eine klare Relation zu der gleichzeitig abgespaltenen 
Ammoniakmenge nicht gewinnen. Dieselbe Schwierigkeit tritt bei dem 
gleichfalls untersuchten 8-Oxychinolin auf. 


3. Beim Prolin war der Effekt der zweistiindigen und dreistiindigen 
Bestrahlung gering. Die Werte nach van Slyke und Folin stimmen 
wieder ziemlich gut wiberein. 

Es wurde in einer den obenerwahnten aquimolaren Lésung unter 
Zusatz von n/10 HCl und mit demselben Sensibilisator unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen bestrahit, z. B. 

a) I-Prolin 2 Stunden, van Slyke-Amino-N 0,042 (6,8°,), 3 Stunden 
0,038 (5,6°,); Folin-Ammoniak-N 0,035 (5,7°,), 3 Stunden, 0,042 (6,2°,). 
Beim 1-Oxyprolin mag in geringem Mabe eine Bildung von freien Amino- 
gruppen stattfinden (s. unten). 

b) 1-Oxyprolin, 2 Stunden, van Slyke-Amino-N 0,087 (59°), 0,036 
(5,9°.,); Folin-Ammoniak-N 0,028 (4,6°,), 0,029 (4.8°,). 

4. Wir untersuchten nunmehr das Guanin, in dem auBer dem Kern- 
stickstoff auch eine freie Aminogruppe vorkommt, die Verhiltnisse 
also wieder denen beim Histidin ahnlich sind. Die Bestimmung nach 
van Slyke in der unbestrahlten Probe ergibt den erwarteten Wert. 
Nach Bestrahlung zeigte es sich wieder, daB das gewonnene Ammoniak 
hier aus dem Purinkern abgespalten wird und neue freie Aminogruppen 


nicht, entstehen. 





es In alkalischer Lisung 
van Slyke-Amino-N : 
gefunden. .... . .|| 0,865 | 0,979 0,860 0,735 mg 
Unbestrahlt . . . . . 0.6138 9,682 0,682 0.676 
Differenz . 0,252 0,297 0.178 0,059, 
Ammoniak-N nach Folin 
oder nach Mg O-Destill. 0,238 0,815 0,168 0,056 


Bei der Probe im alkalischen Milieu ist gleichfalls die bisher ge- 
jundene Regel gewahrt, obgleich die van Slyke- und Ammoniakwerte 
dann bedeutend kleiner sind, da _ natiirlich Ammoniak verloren ge- 


gangen ist. 
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Aufspaltung von stickstoffhaltigen Verbindungen im Lichte usw. 5 


5. Auch bei der einfachsten N-haltigen zyklischen Verbindung, 
dem Pyridin, fanden wir unsere Regelmaligkeit bestitigt, z. B.: 

a) 22cem 0,039° ig. Pyridinlésung + 3cem n 10 HCI 5 Tropten 
Sensibilisator, Quarzlampe, 2 Stunden, 15em Distanz, Eiskiihlung: can Slyke 
Amino-N 0,41 mg (61°); Folin-Ammoniak-N 0.38 mg (56°,,). 


b) Analog verhalt sich die Nicotinsdure: van Slyke-Amino-N 0,103 mg 
(15.3°..); MgO-Destillation Ammoniak-N 0,098 mg (14.6°,). 


6. Im Verlaufe unserer noch zu besprechenden weiteren Versuche 
an Purinkérpern untersuchten wir auch ein im hiesigen Institut von 
Herrn Dr. Leipert dargestelltes und uns freundlichst iiberlassenes Pri- 
Wert der unbestrahlten Probe unterschied sich nicht von dem der 
durch 2 Stunden bestrahlten. Durch Magnesiadestillation wurde die 


parat von thymonucleinsaurem Natrium in01° ig. Losung. Der van Slyke 


Bildung von 4,4°%, Ammoniakstickstoff in Prozenten des Gesamt- 
stickstoffs festgestellt; derselbe stammt offenbar ganzlich aus den 
vorhandenen freien Aminogruppen. Dieser hochmolekulare  Stoff 
verhilt sich also abweichend: er weist eine bedeutende Resistenz 
gegen die zugefiihrte Lichtenergie auf. 


Die Untersuchung weiterer zvklischer Stoffe zeigte nun, daB eine 
Gruppe dieser Verbindungen, die Stickstoff ausschlieBlich im Kern 
enthalt, sich bei Bestrahlung durchaus anders verhalt als die bisher 
besprochenen. Dieselben zeigen namlich keine oder nur eine gering- 
fiigige Ammoniakentwicklung, hingegen einen Wert fiir den freien 
Aminostickstoff, der die Ammoniakstickstoffzahl bei weitem iber 
trifft, so daB also hier auf die Bildung neuer freier Aminogruppen als 
Effekt der Bestrahlung geschlossen werden mu. 

Es wurden aquimolare Lésungen fiir Harnsaure, z. B. 0,05 %), 
verwendet. Da einige der angefiihrten Stoffe nur im alkalischen Milieu 
léslich sind, kann in diesen Fallen dem absoluten Wert des ermittelten 
Ammoniakstickstoffs keine Bedeutung zukommen, da ja einiges Ammo- 
niak unter diesen Umstanden aus der Lésung entweichen mub: doch 
entzieht sich dieses entwichene Ammoniak natiirlich ebenso der Be- 
stimmung nach van Slyke, so dab die lifferenz zwischen beiden Zahlen, 
die eben dem Stickstoff der neugebildeten Aminogruppen entspricht, 
durch diesen Umstand nicht beriihrt wird. 


Samtliche Proben wurden 2 Stunden unter Eiskiihlung bei 15 em 
Vertikalabstand der Belichtung durch die Quarzlampe ausgesetzt, als 
Sensibilisator dienten wieder einige Tropfen  anthrachinondisulfo- 
saures Na (0,19). 
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6 KF. Lieben u. V. Getreuer: 
Freigewordener Abgespaltener 
—s —_ und in der 
, Reaktion (41), Std , Lisung verblie- 
Nr. Substanz Formel des caahedénen a bener Amino-N 
Milieus 0), q. Gesand- nach Folin oder 
N der Verbin- Pg yp eee Nn 
dung 9 a. Gesamt-? 
1 Harnsaure N=C(OH) alkalisch 20 0 
2,6, 8-Tri- | 
oxypurin (HO)—C C—NH 
>C (OH) 
N—C—N 
2. Xanthin N=C(OH) o 16,4 2,5 
2, 6-Di- we 
oxypurin (OH)C C—NH 
| >CH 
N—C N 
3 Urazil N-—C(OH) ” 24,2 0 
2, 6-Di- ‘. # 
oxypyri- (HO)C CH 
midin | 
N—CH 
4 Alloxan NH—CO sauer 12,1 5 
| | 16,2 0 
CO CO 
NH—CO 
5 Hydantoin NH-—-CH, ‘ 20,2 0 
| 
CO 
NH—CO 
. aaa ' a1 
6) a-Oxy ¢ COOH " 29,4 v3 
nicotin- | 
sure ® 
saure OH 
N 


* Bereitet nach H. v. Pechmann u. W. Welsh, Ber. 17, 2384, 1884. 


Es ist beachtenswert, daB simtliche Stoffe dieser Gruppe, die beim 
Bestrahlen Ammoniak nur in sehr geringer Menge oder gar nicht ab- 
spalten, dabei aber in betrichtlichem Ausmaf neue Aminogruppen 
bilden, Ketogruppen bzw. Hydroxylgruppen am Kohlenstoff enthalten. 
Wiahrend z. B. Pyridin und Nicotinséure sich als zur friiher besprochenen 
Gruppe zugehérig verhalten, ist die %-Oxynicotinsiure zur zweiten 


Gruppe zu rechnen. 


Ebenso verhailt sich das von uns in nicht ganz 


reinem Zustande untersuchte %-Oxrypyridin (van Slyke 80%, Folin 40%). 
Unter den Mitgliedern der ersten Gruppe fanden wir nur einen Oxy- 
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kérper, das Guanin'. Eine Regel, die die Zugehérigkeit von zyklischen 
stickstoffhaltigen Verbindungen zur ersten oder zweiten Gruppe defi- 
nieren wurde, kénnen wir auf Grund des vorliegenden Materials nicht 
aufstellen. 

Zusammenfassung. 


Vom Histidin ausgehend, dessen hohe Ammoniakabspaltung bei 
Bestrahlung mit der Quarzlampe im Vergleich zu der bei anderen Amino- 
siuren ermittelten auffallt, wurde bei einer Reihe anderer zyklischer 
Verbindungen, die im Kern und zum Teil —- auch in der Seitenkette 
Stickstoff enthalten, die Bestrahlung mit einer nachfolgenden Be- 
stimmung des freien Amino-N nach van Slyke und des abgespaltenen 
Ammoniaks nach Folin oder mit Hilfe der Magnesiadestillation kom- 
biniert. 

Dabei ergab sich 1. bei einer Gruppe von Stoffen, zu denen Histidin, 
Imidazol, Prolin, Oxyprolin (?), Guanin, Pyridin und Nicotinsaure 
gehéren, eine recht befriedigende zahlenmaéBige Ubereinstimmung 
zwischen der Differenz der van Slyke-Werte in der bestrahlten und 
unbestrahlten Probe und dem ermittelten Wert fiir den als Ammoniak 
abgespaltenen Stickstoff. Dies bedeutet, daB das gesamte abgespaltene 
Ammoniak dem Kern entstammt und dariiber hinaus freie Amino- 
gruppen durch die Bestrahlung nicht gebildet werden. 

2. DaB eine weitere Gruppe von zyklischen Stoffen, und zwar 
Harnsiue, Xanthin, Urazil, Alloxan, Hydantoin und «-Oxynicotin- 
sdure sich grundsatzlich anders verhalt, insofern diese Substanzen nach 
Bestrahlung keine oder nur eine geringfiigige Ammoniakabspaltung 
zeigen, wahrend der ermittelte Wert nach van Slyke ein bedeutend 
hoherer ist. Das heiBt, daB hier der Kern unter Bildung neuer Amino- 
gruppen ge6ffnet wird. Saimtliche Mitglieder dieser Gruppe enthalten 
Hydroxyl am Kohlenstoffatom oder Carbonylgruppen im Kern. 


3. Thymonucleinsaures Natrium in 0,1°% ig. Lésung erwies sich 
als sehr widerstandsfihig gegen den EinfluB der Lichtenergie. Der 
van Slyke-Wert zeigte dabei keine Zunahme. die (geringe) Ammoniak- 


entwicklung entstammt also den bereits vorhandenen Aminogruppen. 


1 Beim Oxyprolin ist der Effekt zu gering, um einen sicheren SchluB 
zu erlauben; immerhin erscheint der van Slyke-Wert etwas héher als der 
Folin-Wert. 
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Notiz zur Reaktion der Gewebe mit Alloxan. 


Von 
Fritz Lieben und Emanuel Edel. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1933.) 


Vor Jahresfrist haben wir eine Mitteilung iiber die Farbreaktion 
des Alloxans mit Aminosfiuren und Eiwei®kérpern veréffentlicht!, in 
der wir diese, soweit lebende Gewebe und EiweiBkérper in Betracht 
kommen, in erster Linie mit den darin enthaltenen Sulfhydrilgruppen 
in Verbindung brachten. Die Alloxanreaktion geht in der Tat der fiir 
die SH-Gruppe charakteristischen Reaktion mit Nitroprussidnatrium 
parallel, sie tritt z. B., gleich dieser, bei den nach Hopkins? mit Harnstoff 
behandelten Proteinen starker auf als bei den nativen Produkten. Nun 
war uns aufgefallen, daB frisches Lungengewebe sowohl wie Lungen- 
koagulum eine duBerst geringe Anfarbung mit Alloxan gibt. Wir 
versuchten nun, zumal in der Literatur (siehe die zitierte Abhandlung) 
widersprechende Angaben vorliegen, im frischen Lungengewebe eine 
Bestimmung des Gehaltes an reduziertem Glutathion und fanden nach 
der Mikromethode von Kiihnau Werte, die etwa die Halfte bis ein Drittel 
von den im Lebergewebe gemessenen betrugen. Immerhin waren die 
damals gefundenen Mengen von reduziertem Glutathion (44 bis 68 mg 
fir 100g feuchtes Lungengewebe) nicht vollkommen zu_ vernach- 
lissigen, und so wiederholten wir die Bestinmmungen, als ein neues Ver- 
fahren von Moncorps und Schmid* angegeben wurde. Wir verglichen 
nunmehr Muskel und Lunge bei denselben Versuchstieren (Ratten) 
und erhielten in der Mehrzahl der Versuche bedeutend héhere Werte 
fiir reduziertes Glutathion in der Lunge als im Muskel. 


1 fF. Lieben u. E. Edel, diese Zeitschr. 244, 403, 1931; dort Literatur 
tiber Alloxan. 
2 F.G. Hopkins, Nature 2, 328 u. 383, 1930; zit. nach Rona, Ber. 60, 


184, 1931. 
3 C. Moncorps u. R. Schmid, H. 205, 141, 1931; siehe dort Literatur 


iiber Bestimmungsmethoden fiir Glutathion. 
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Wir stellten Versuche mit je 1g des feuchten Organs an und er- 
hielten: 
Milligramm reduziertes Glutathion pro LOO g feuchten Organs 


a 243 67 245 ISS 


a 93 63 238 60 


Man konnte, trotz der starken Schwankungen in den Versuchs- 
zahlen, nach diesen Resultaten unmoglich fiir die Geringfiigigkeit 
der Alloxanreaktion des Lungengewebes einen Mindergehalt an SH- 
Gruppen verantwortlich machen. Dann mufte man aber, wollte man 
nicht die auf Grund mehrfacher Versuche sehr wahrscheinliche Annahme 
eines Zusammenhanges zwischen SH-Gruppen und Alloxanreaktion 
aufgeben, sich um eine andere Ursache fiir das fast véllige Ausbleiben 
der Farbreaktion mit Alloxan beim Lungengewebe umsehen. Man 
konnte zunichst daran denken, daB in der Lunge irgendeine Substanz 
vorhanden ist, die das Zustandekommen der erwaihnten Farbreaktion 
hemmt. In diesem Falle muBte zugesetztes Lungengewebe auch die 
normale Reaktion von z. B. Cystein mit Alloxan beeintrachtigen. 


Kine Probe mit je 1,5 g¢ Gewebe von Muskel, Leber und Lunge wurde 
ro 


mit je 10cem Cystein-H Cl (0,315°.,) versetzt; dann wurde neutralisiert und 
je 5cem Alloxanlésung zugefiihrt. Beim Muskel trat sofort, bei Leber und 
Lunge allmahlich eine deutlich rote Alloxanreaktion auf. 

Von einer Hemmung war in keiner der Proben etwas wahrzunehmen. 
Auch mit der Tétung der Versuchstiere unter Chloroform, das durch 
die Lungen eingeatmet wird, hat der Ausfall der Farbreaktion nichts 
zu tun: die Anfarbung der Lunge mit Alloxan war um nichts starker, 
wenn das Tier ohne Anwendung von Chloroform getétet worden war. 
Es bestand weiter die Méglichkeit, daB eine Abschwachung der Alloxan- 
reaktion bei der Lunge infolge der Fiillung dieses Gewebes mit Lu/t 
zustande kommen kénne. Wir wandten uns daher der Frage zu, ob 
die Zufuhr von Luft zu Geweben imstande ist, die Reaktion mit Alloxan 
herabzusetzen. Dies ist tatsaichlich der Fall. Wird zerkleinertes Muskel- 
gewebe von Ratten, das normalerweise eine stark positive Alloxan- 
reaktion liefert, in Ringerlésung suspendiert und mehrere (3 bis 5) 
Stunden Luft durchgeleitet, so fallt die darnach in gewohnter Weise 
angestellte Alloxanreaktion bedeutend schwacher aus. Auch koagu- 
liertes Muskelgewebe zeigte nach dem Luftdurchiciten einen ahniichen 
Abfall der Farbreaktion. Umgekehrt mufte dann Lungengewebe hei 
Entfernung der Luft mit Hilfe der Luftpumpe nunmehr mit Alloxan 
positiv reagieren und auch dies lieB sich deutlich an einer Probe zeigen, 
die durch etwa 5 Stunden im Vakuum der Luftpumpe gelegen war. 


Wir glauben also berechtigt zu sein, a) die Annahme einer engen 


Bezichung zwischen der Alloxanreaktion und dem Vorhandensein von 
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SH-Gruppen aufrecht zu erhalten: b) den auffallend schwachen Ausfall 
der Reaktion mit Lungengewebe auf die Fiillung dieses Organes mit Luft 
zuriickzufiihren. 

Es sei noch bemerkt, daB die Reaktion der Aminosduren es 
wurden Histidin und Glykokoll untersucht —- durch vorhergehendes 
Durchhiften ihrer Lésung nicht beeinfluBt wird. Eine Ausnahme 
bildet aber, wie nach Obigem zu erwarten, die Farbreaktion mit Cystein ; 
diese versagt schon nach zweistiindigem Luftdurchleiten durch die 
Cysteinlésung, d.h. die hernach angesetzte Probe erscheint gelblich, 
zeigt aber nicht die fleischfarben-orangerote Alloxanreaktion des Cystins. 
Es handelt sich also beim Durchliiften um eine spezifische Stérung der 
Reaktion der SH-Gruppen mit dem Alloxan, nicht aber um eine Oxydation 
derselben. Ebenso ist ja, wie wir sahen, in der Lunge das reduzierte 
Glutathion (die Sulfhydrilgruppe) in betrachtlicher Menge vorhanden. 
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Uber die Jodbilanz normaler Menschen. 


Von 
L. Scheffer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Pécs.) 
g 


(Eingegangen am 6. Januar 1933.) 


Uber den normalen Verlauf des physiologischen Jodstoffwechsels 
sind wir in quantitativer Hinsicht nur mangelhaft unterrichtet, denn 
systematische Untersuchungen fehlen dariiber fast vollstandig. 

Nur v. Fellenberg’ hat iiber seine Untersuchungen des menschlichen 
Jodstoffwechsels berichtet. Es handelt sich um einen sehr ausgedehnten 
Selbstversuch, bei welchem es hauptséchlich darauf ankam, die Jod- 
ausscheidungen wahrend einer sehr jodarmen Grundnahrung und nach 
Zugabe sehr kleiner Jodmengen zu studieren. Die gesamte Jodeinnahme 
in seinem Versuch, welche taglich 14,3 y Jod ‘betrug, ist eine duBerst geringe, 
welche kaum unter normalen Verhaltnissen vorkommen diirfte, so da 
die Versuchsanordnung v. Fellenbergs es nicht gestattet, aus ihr ein richtiges 
Bild des physiologischen Jodstoffwechsels konstruieren zu kénnen. In 
spiteren Stoffwechseluntersuchungen hat v. Fellenberq keine vollstandigen 
Bilanzversuche ausgefiihrt, denn die Jodbestimmungen wurden einerseits 
nur in den rohen Nahrungsmitteln, andererseits nur im Urin der Versuchs- 
personen vorgenommen. 

Auf Grund der Feststellung v. Fellenbergs, nach welcher die Haupt- 
ausscheidung des Nahrungsjods durch die Nieren erfolgt, wurde an- 
genommen, daB die Bestimmung des Jods im Harn eine Aufklirung 
liber die GréBe des Jodstoffwechsels geben kénnte. Gegen diese Auf- 
fassung sprechen aber einige Erfahrungen, die wir im Laufe unserer 
Untersuchungen tiber den Jodumlauf zu sammeln Gelegenheit hatten. 
In einer fritheren Arbeit haben wir naimlich bereits Zahlen iiber den 
Jodgehalt einiger wichtiger Nahrungsmittel mitgeteilt, welche aus 
unserer mit Kropf leicht behafteten Universititsstadt Pécs stammten. 
Auf Grund unserer Ergebnisse haben wir die taigliche Jodaufnahme 
der Bevélkerung von Pécs zu etwa 110 y berechnet*. In der Erwartung, 


' Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 142, 246, 1923. 
2 L. Scheffer, ebenda 247, 418, 1932. 
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ahnliche Werte im taglichen Urin zu finden, hatten wir in dem 24stiin- 
digen Harn von gesunden Mannern Jodbestimmungen ausgefiihrt. 
Das Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt die Tabelle 1, aus welcher 
die tiberraschende Tatsache hervorgeht, daB zwischen der berechneten 
Jodaufnahme und der taglichen Jodausscheidung mit dem Urin eine 
weitgehende Diskrepanz besteht. 


Tabelle I. 


Tagliche Jodausscheidung gesunder Manner durch den Harn. 





Tagliche 


Alte 2 Tieliche TH: nae Jodausscheidung 
di a durch den Harn 
cem 7 

36 1330 31,7 

31 1100 20,5 

33 1600 22.6 

47 830 32.9 

22 1200 29,0 


Aus diesen Ergebnissen war zu folgern, da auch der indirekte 
Weg fiir die Bestimmung des Jodstoffwechsels nichts Sicheres aussagen 
kann. Die exakte Bestimmung des Jodstoffwechsels bietet aber ein 
doppeltes Interesse. Einmal vermag sie unsere Kenntnisse tiber das 
Verhaltnis der Jodaufnahme und -ausscheidung zu bereichern. In den 
bisherigen sogenannten Bilanzversuchen war die tatsdichliche Einfiihrung 
von Jod nicht bestimmt, da man sich damit begniigte, die Jodbestimmung 
in den nativen Nahrungsmitteln vorzunehmen, was natiirlich nicht als 
geniigend angesehen werden kann. Es ist bekannt, daB die Nahrung 
unter der kiichenmaéBigen Zubereitung Verdinderungen erfahrt!, die 
nicht ohne Einflu8 auf ihren Jodgehalt sind. Es war daher geboten, 
den Jodgehalt der tischfertigen Nahrung und damit die wahre tagliche 
Jodaufnahme zu bestimmen. Ebensowenig wurde bisher die tatsachliche 
Menge des ausgeschiedenen Jods bestimmt. Es ist von vornherein 
wahrscheinlich, da8 auBer der Niere noch andere Wege fiir die Jod- 
ausscheidung offenstehen. Bourcet? hat schon im Jahre 1900 die Meinung 
ausgesprochen, daB die Ausscheidung des Jods in erster Linie durch 
Haut und Hautorgane erfolgt; v. Fellenberg® hat auf die Jode usscheidung 
durch den SchweiB hingewiesen. Von einem vollstindigen Bilanzversuch 
kann nur dann die Rede sein, wenn gegeniiber einer exakt bestimmten 
Jodaufnahme simtliche Wege der Jodausscheidung verfolgt werden. 


' O. Stiner, Bericht tiber die Internationale Kropfkonferenz in Bern 
1928, S. 403. 

2 Bourcet, zit. nach Occhipinti u. Castaldi, Seritti Biol. 125, 1928. 

3 v, Fellenberg, |. ¢. 
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Es muB daher untersucht werden, wie sich die Ausscheidungsverhalt- 
nisse des Jods gestalten, welche Organe dabei tatig sind und ob die 
Auffassung von der iiberwiegenden renalen Ausscheidung des Jods 
eine richtige ist / 

Die Kenntnis des Jodstoffwechsels diirfte aber auch in patho- 
logischer Hinsicht von gewisser Bedeutung sein. Die Jodmangeltheorie 
des Kropfes umfaBbt nur exogene Elemente, die in der Entstehung des 
Kropfes eine Rolle spielen, laBt dagegen die im Individuum gelegenen, 
endogenen Elemente auBer acht. Es besteht heute kein Zweifel dariiber, 
dai dem Jodmangel der Umwelt eine alleinige atiologische Rolle 
bei der Entstehung des Kropfes nicht zukommt und auch die endogenen 
Momente der Kropfdisposition erforscht werden miissen, denn zweifellos 
ist auch eine Disposition notwendig, damit die Kropfnoxe ihre Wirkung 
entfalten kénne, sonst wiirden in endemischen Kropfgebieten alle 
Menschen einen Kropf bekommen. Wie Seifert! bemerkt, ist die Struma 
ein Kombinationseffekt aus Konstitution und Umwelt. Wenn das 
Jod in der Entstehung des Kropfes aber tiberhaupt eine Rolle spielt, 
dann mu sie sich in dem Jodstoffwechsel widerspiegeln, in welchem 
der Zusammenhang zwischen Umweltjod und Individuum zum Aus- 
druck kommt. 

Aus diesem Grunde haben wir Bilanzversuche hinsichtlich des 
Jodstoffwechsels angestellt. Es sei bemerkt, daB wir im folgenden 
unter Jodstoffwechselversuch immer die Bestimmung der Jodbilanz, 
also von Aufnahme und Abgabe des Jods, verstehen. Diese Bemerkung 
scheint uns insofern wichtig, als in der Literatur unter Jodstoffwechsel 
hiufig die Feststellung des Blutjodspiegels gemeint wird. Es kam bei 
unseren Versuchen darauf an, den Jodstoffwechsel wihrend einiger 
Tage zu verfolgen. Dazu war es nétig, die Einnahme und Ausgabe 
an Jod festzustellen. Wir haben deshalb in den fiir die Versuchsperson 
bestimmten tischfertigen Speisen die Jodbestimmungen ausgefiihrt. 
Es gibt in der Literatur Angaben, die iiber Jodverluste einiger Lebens- 
mittel bei der iiblichen kiichenmaéBigen Zubereitung berichten. Auch 
dieser Umstand hat uns veranlaBt, die Jodbestimmungen in den bereits 
zubereiteten Nahrungsmitteln vorzunehmen. Schon einige Tage vor 
Beginn der Untersuchungen hatten die Versuchspersonen die gleiche 
Nahrung genossen, so da fiir ein Jodgleichgewicht die Bedingungen 
gegeben waren. Gewoéhnlich hatten die Versuchspersonen ihre Kost- 
dosis restlos verzehrt. Die Ausscheidung des aufgenommenen Jods 
wurde zuerst im Harn und Kot verfolgt, da nach der iiblichen Auffassung 
diese zwei Ausscheidungsorte fiir die anorganischen Jodverbindungen 
in erster Linie in Betracht kommen. Die Versuche dauerten 3 bzw. 


! Zit. nach J. Rutich, A strumaré6l stb. S. 22, 1926. 
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5 Tage lang; wahrend dieser Zeit haben die Versuchspersonen keine 
kérperliche Arbeit geleistet. Die Untersuchungen wurden in der Zeit 
von Oktober 1931 bis Juni 1932 ausgefiihrt. Im einzelnen sind wir 
folgendermaBen vorgegangen. 

Die Versuche wurden an Kranken der Augenklinik angestellt!, die, 
abgesehen von ihren Augenleiden, vollstandig gesund waren und niemals 
Jod als Medikament erhielten. Der fiinfte Teil der tiblichen klinischen 
Kostmenge wurde taglich gesammelt und diese Analysenproben der einzelnen 
Mahizeiten in einer gemeinsamen Schale vermengt. Dieses Gemenge ent - 
sprach dem fiinften Teil der gesamten taglichen Kost einer Person, enthaltend 
Brot, Milech, Suppe, Fleisch, Gemiise und Mehlspeise. Diese vermischte 
Nahrung wurde durch eine Fleischhackmaschine getrieben und homo- 
genisiert, in eine Porzellanschale gebracht und mit 5cem 33°,iger Kali- 
lauge gemischt. So wurden die Analysenproben von 5 Tagen vereint, 
ohne aber den Zusatz von Kalilauge zu wiederholen. So machten die ver- 
einigten Portionen nach 5 Tagen eben die Menge der taglichen Kostdosis 
aus, deren Gewicht dann bestimmt wurde. Ebenso sind wir bei den drei- 
tiigigen Versuchen verfahren. Die 24stiindigen Harnmengen wurden in 
GlasgefaBen von 10 Liter Inhalt nach Abmessung der taglichen Menge 
und unter Zusatz von 2 ccm gesattigter Pottaschelésung gesammelt. Die 
tagliche Kotmenge wurde, mit 5ccm 33°,igem Kaliumhydroxyd ver- 
mischt, in geschlossenen GefaBen aufbewahrt. 

Die Bestimmung des Jods erfolgte mit der schon beschriebenen Mikro- 
methode*. Aus der Nahrung wurden 50 bis 100 g, aus dem Harn 100 bis 
200 cem verarbeitet. Wegen des geringen Jodgehaltes des Kotes wurden 
immer 80 bis 100 g davon verascht. Es wurden zur Veraschung 5 bis 15 eem 
33° ige Kalilauge und mitunter auch noch 2cem gesattigte Pottasche- 
lésung verwendet. Am Ende der Veraschung, als die Kalilauge in Carbonat 
umgewandelt war, wurde die Verbrennung unter Nitratzusatz mit 1 bis 
3 cem gesattigter Kaliumnitratl6sung weitergefiihrt. Auch der alkoholische 
Extrakt wurde unter Zusatz von einem Tropfen Nitratlésung verascht. 
Die Asche des alkoholischen Extraktes wurde mit viermal 1 ccm Wasser 
gelést, in einem Scheidetrichter gebracht und aus dieser Lésung das Jod 
in der beschriebenen Weise zuerst mit 0,05 bis 0,1 cem Tetrachlorkohlenstoff 
ausgeschiittelt, um sich zuerst vom Vorhandensein von Jod zu iiberzeugen. 
Falls es sich um Jodmengen unter 5 y handelt, dann geniigt es, das Jod 
einmal mit 2cem Tetrachlorkohlenstoff auszuschiitteln und das CCl, ab- 
flieBen zu lassen; dann schiittelt man noch einmal, um den in der wasserigen 
Lésung noch vorhandene CCl, sedimentieren und dann nachflieBen zu 
lassen. Nach der in der zitierten Arbeit beschriebenen Oxydation des Jods 
kocht man die Lésung aus, bis ein Volumen von 1 cem erreicht ist. Dann 
erfolgt die Titration mit n/100 bis n/300 Na,S,O, aus einer Mikropipette in 
der von v. Fellenberg angegebenen Weise. Betreffs des berechneten theoreti - 
schen Titrierfehlers hat sich herausgestellt, daB unter den hier beschriebenen 
Umstanden 0,5 y Jod mit einem tatsachlichen Fehler von 6°, noch er- 
faBbar ist. 


1 Auch an dieser Stelle sei dem Direktor der Augenklinik, Herrn Prof. 
K. Albrich, fiir die freundliche Uberlassung des klinischen Materials bestens 


gedankt. 
2 L. Scheffer, diese Zeitschr. 228, 426, 1930. 
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Jodbilanz normaler Menschen. Ld 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigt Tabelle II. Aus 
der Tabelle Il geht hervor, daB die taglich aufgenommenen Jodmengen 
zwischen rund 60 bis 70 y variieren. Das Gesamtgewicht der Nahrung 
kann in diesen Versuchen auf 1300 g pro die berechnet werden. Die 
taiglich aufgenommene Wassermenge wurde auf 1200 ccm _ berechnet, 
was eine Jodaufnahme von 6 y bedeutet. 


Tabelle Ii. 





Ge- Tig- | Tig- Tagliche Jod- Tigliche Jodaus- 
schlecht liche | liche aufnahme in y mit scheidung in y durch 
der Harn- Kot- _ snes - Bilanz 
Versuchs- menge menge Spei- Trink- Zusam- Hearn | Kot Zusam- ms 
person eem g sen wasser men men 
1931 
Okt. mannl. 1432 | 102 57,8 6 63,8 18,2 3,1 | 21,3  —42,5 
Okt. mannl. 1194 | 96 57,8 6 63,8 21,3 22 / 235 | —40,3 
Nov. weibl. 1478 | 120 56,4 6 62,4 23,2 , 3,0 | 26,2 36,2 
Dez. mannl, | 1204 | 118 584 6 64,4 19,0 | 3,2 | 222 —422 
Dez. mannl. 542 104 S84 6 64,4 22,2 6,0 28,2 36,2 
1932 
April weibl. 700 «94 64.56 70.5 | 181 55 236 —469 
April = mano. 750 142 64,5 6 70,5 116 99 215 —490 


Es wurden mit dem Harn taglich 12 bis 23 y Jod ausgeschieden. 
Die mit dem Kot ausgeschiedene Jodmenge betragt 2,2 bis 9,9 y Jod 
pro die. 

Wenn wir der gesamten Jodaufnahme die Jodausscheidungen 
gegeniiberstellen, dann stellt sich die iiberraschende Tatsache heraus, 
daB in den Ausscheidungen (Urin, Kot) bedeutend weniger Jod erscheint, 
als mit der Nahrung aufgenommen wurde. Hier steht einer taglichen 
Jodaufnahme von 62 bis 70 y eine Ausscheidung von 21 bis 28 y Jod 
gegeniiber, das Defizit betragt also rund 40 bis 50 y Jod pro die. Da 
eine dauernde Retention von Jod nicht angenommen werden kann, 
muB der gréBte Teil des Jods irgendwo an einem anderen Ausscheidungs- 
ort eliminiert werden. 

Fiir die Ausscheidung des im Harn und Kot nicht erschienenen 
Jods kommen noch Haut und Hautorgane (mit SchweibB), Exspirations- 
luft, Speichel, Menstruationsblut bzw. Sperma in Betracht. Zu weiteren 
Untersuchungen haben wir nur Manner gewahlt, um die wegen der 
Menstruation komplizierten Verhaltnisse bei Frauen auszuschalten. 
Es ist bekannt, daB mit dem Menstruationsblut betrachtliche Jod- 
mengen den Organismus verlassen, und deshalb ist eine Bilanz des 
Jodstoffwechsels bei Frauen ohne Bestimmung der Jodausscheidung 
mit dem Menstruationsblut unvollstandig. Dann wurde in Selbst- 
versuchen zuerst untersucht, ob mit der Exspirationsluft eine Jod- 
ausscheidung stattfindet. Bei jeder Untersuchung war in der Ex- 
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spirationsluft Jod zu finden. Wir sind in der Weise vorgegangen, dal 
wir insgesamt 60 bis 90 Minuten lang in ein, mit Kaliumhydroxyd- 
lésung beschicktes Absorptionsglas ausatmeten. Die Atmung erfolgte 
in Perioden von 5 Minuten mit zwischengeschalteten Pausen. In der 
Absorptionsfliissigkeit wurde die Jodbestimmung in der iiblichen Weise 
ausgefiihrt. Eingeatmet wurde frische Gartenluft, die sich bei der 
Untersuchung als jodfrei erwies. 

Es wurde eine Jodbestimmung auch im Speichel vorgenommen, 
und es hat sich herausgestellt, daB im Speichel betrachtliche Jodmengen 
vorhanden sind. Diese Mengen sind so erhebliche, daB man zur Annahme 
gelangte, daB das taiglich aufgenommene Jod bei seinem Kreislauf durch 
den Organismus die Speicheldriisen passiert. Wenn also der Speichel 
nicht zum allergr6Bten Teil wieder verschluckt wiirde, so miiBte der 
durch den Speichel ausgeschiedene Jodbetrag beriicksichtigt werden. 

Die Bestimmung des durch die Haut ausgeschiedenen Jods wurde 
folgendermaBen ausgefiihrt: Vor dem Versuch hat die Versuchsperson 
gebadet und reine Leibwasche genommen. Nach dem Versuch hat 
sie in einer bestimmten Menge Wasser wieder gebadet und in dem 
Badewasser die wihrend der Versuchsperiode getragene Leibwasche 
mitgewaschen. Das Baden erfolgte ohne Seife, die Reinigung der Haut 
mittels einer gereinigten Nagelbiirste. Die Jodbestimmungen wurden 
im Badewasser vor und nach dem Bade vorgenommen. Die Differenz 
ergab diejenige Jodmenge, die durch die Haut ausgeschieden wurde. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle II] zusammengestellt. 


Tabelle III. 





Tig- Tig- Tigliche Jodaufnahme Ta&gliche Jodausscheidung in ; 





liche — liche in y mit durch a 
1932 Harn- | Kot- |— AC LEER RRA en | [enn ee ee os — 
menge menge Spei- Trink- Zusam- $ - : Lun- Zusam- ’ 
cem g sen Wasser men Harn Kot Haut ge men 
Febr.| 2140 211 53,0 6 59,0 28,0 31! — | 10,1) 41,2 —17,8 
Mai | 1800 78 124.6 6 1306 571 2,8 448); — (194.7 — 259 
Juni 1280 102 47,9 6 538.9 29,5 54,180) — 52,9 1,9 
Juni 900 143 47.9 6 53,9 15,3 5,0 | 29.22) — 49.5 4.4 


Im Versuch 1 wurde die Jodausscheidung in der Exspirationsluft 
waihrend 2 Stunden bestimmt, woraus sich eine tagliche Ausscheidung 
von 10 y Jod ergab. Es muB betont werden, daB eine Bestimmung 
dieser Art nicht als einwandfrei angesehen werden kann, da bei unserer 
Versuchsanordnung eine quantitative Absorption des Jods nicht 
gesichert ist. Deshalb ergeben unsere Jodbestimmungen in der 
Exspirationsluft nur aproximative Werte und wollen nur zeigen, 
daB iiberhaupt durch die Lungen Jod ausgeschieden wird. Weitere 
Untersuchungen, das Jod in der Exspirationsluft quantitativ zu erfassen, 
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sind im Gange. Aber auch schon aus diesen Ergebnissen erscheint es 
gesichert, daB die Lunge in der Jodausscheidung und damit in dem 
Jodstoffwechsel eine Rolle spielt. 

Die Versuche 2, 3, 4 zeigen die Jodbilanz unter Beriicksichtigung 
der Hautauscheidung. Wie aus der Tabelle ersichtlich, werden mittels 
der Haut betrachtliche Jodmengen eliminiert. Neben der renalen 
Ausscheidung spielt sie die gréBte Rolle. Dieser Befund steht mit der 
Auffassung von Bourcet (l.¢.) in guter Ubereinstimmung, nach welcher 
die Hauptausscheidung des Jods durch die Haut und die Hautorgane 
erfolgt. In dieser Hinsicht nimmt das Jod eine besondere Stellung ein. 
Es ist bekannt, daB die Haut betrichtliche Chlormengen mit dem 
SchweiB abgibt, doch ist diese im Vergleich zu der renal ausgeschiedenen 
Chlormenge ziemlich klein. Ganz anders verhalt sich das Jod. Ob diese 
sonderbare Stellung des Jods eine besondere physiologische Bedeutung 
hat, soll dahingestellt bleiben. Es sei nur daran erinnert, daB bei Schild- 
driisenerkrankungen die Haut immer mitbetroffen ist. 

Die mit dem Harn ausgeschiedenen Jodmengen sind im Verhaltnis 
zu der Jodaufnahme auffallend klein. Es wird héchstens die Halfte 
des eingefiihrten Jods im Urin erscheinen, in der Mehrzahl der Fille 
enthalt der Harn nur ein Drittel des aufgenommenen Jods. Dieser 
Befund steht im _ vollstandigen Widerspruch mit der Feststellung 
v. Fellenbergs, wonach das aufgenommene Jod hauptsichlich mit dem 
Harn ausgeschieden wird. Daraus folgt, daB diejenigen Stoffwechsel- 
untersuchungen, die mit der Annahme einer renalen Hauptausscheidung 
des Jods nur auf Jodbestimmungen im Harn sich beschrankten, fiir die 
Beurteilung des Jodstoffwechsels nicht verwertet werden kénnen. 
Die Auffassung von der iiberwiegenden renalen Ausscheidung hangt 
wahrscheinlich damit zusammen, daB die Bestimmung des Jods nicht 
im 24stiindigen Harn erfolgte. Es mu nachdriicklich betont werden, 
daB nur die Bestimmung im 24stiindigen Harn die wahre Jodausscheidung 
durch den Harn ergibt. Wir haben naimlich den Jodgehalt des 24stiin- 
digen Harns mit dem des Nachmittagharns verglichen und in allen 
Fallen betréchtliche Differenzen erhalten, die das Mehrfache des reellen 
Wertes ausmachten. Daraus folgt, daB periodische Schwankungen 
in der Jodausscheidung im Harn vorkommen und nur die Untersuchung 
des gesamten tiglichen Urins ein richtiges Bild der Ausscheidung 
gibt. In dieser Weise erhalt man Werte, die kleiner sind als die tagliche 
Jodaufnahme mit Nahrung und Trinkwasser. Diese Differenz zwischen 
Aufnahme und Ausgabe hat auch v. Fellenberg in seinem ausgedehnten 
Selbstversuch beobachtet, indem er neben dem Jod der Nahrung noch 
kleine Jodmengen in verschiedener Form aufnahm. Es ist sehr wahr- 
scheinlich, daB die gesamte Jodmenge, welche v. Fellenberg im Urin 
in den Fazes und im Schweif nicht wiederfand, durch die Lunge und 
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Haut ausgeschieden wurde, und so seine Theorie von der ,,aktuellen 
und potentiellen Jodreserve*‘! nicht mehr aufrechtzuhalten ist. 

Der Jodgehalt des Kotes ist verhaltnismaBig klein, so daB dieser 
Weg der Ausscheidung in der Bilanz keine groBe Rolle spielt. GréBere 
Jodmengen werden nur in dem Falle hier ausgeschieden werden, wenn 
der Kot weich ist. Nach unseren Ergebnissen wird auch das Pflanzen- 
jod gut resorbiert. In Versuch 2 war z. B. Spinat in der Nahrung und 
doch betrug der Jodgehalt des Kotes nur 2,8 y gegen eine Aufnahme 
von 125 y Jod. 

Zusammenfassung. 

Es wurde an gesunden Menschen die — mittels Analyse der tisch- 
fertigen Speisen ermittelte —- gesamte zugefiihrte Jodmenge, sowie 
die Jodabgabe durch die verschiedenen Ausscheidungsorgane quantitativ 
bestimmt. Die tagliche Jodaufnahme betrug rund 60 bis 70 y. Im Harn 
und Kot wurden davon nur etwa 21 bis 28 y wiedergefunden, so dab 
die Jodbilanz bei der — in iiblicher Weise ausgefiihrten —- Jodstoff- 
wechseluntersuchung negativ ausfiel. Die Nachforschung tiber das 
fehlende Jod ergab, daB durch die Haut betriachtliche (18 bis 44 y) 
und durch die Lunge nennenswerte (10 y) Mengen taglich ausgeschieden 
werden, somit ungefaihr die Halfte des aufgenommenen Jods nicht 
durch Harn und Kot eliminiert wird. Bei Untersuchungen des Jod- 
stoffwechsels mu8 in Zukunft die Ausscheidung durch Haut und Lung 
beriicksichtigte werden. 


1». Fellenberg, diese Zeitschr. 142, 246, 1923. 
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Uber den Einflu6 der Zusammensetzung des Nihrbodens auf die 

Vitamin-B-Bildung durch Bakterien und die Synthese dieses Vita- 

mins durch Bact. lactis aerogenes Escherich und Vibrio alealigenes 
(Petruschky) L. et N. 


Von 
Martin Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 6. Januar 1935.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei friiheren Arbeiten (1) iiber die Vitamin-B-Bildungsfahigkeit 
von im Pansen der Wiederkaiuer vorkommenden Bakterienarten war 
als Nahrboden ein mit der zehnfachen Menge Wasser verkochtes vitamin- 
B-freies Grundfuttergemisch fiir Ratten benutzt worden. Die in diesen 
Arbeiten auf ihr Vitamin-B-Bildungsvermégen und damit auf ihre 
wahrscheinliche Mitwirkung an der Vitamin-B-Synthese im Pansen 
gepriften Bakterien (Bac. vulgatus, Bac. mesentericus, Bac. mycoides, 
Bac. mycoides ruber, Bac. Ellenbachensis, Bact. prodigiosum) wuchsen 
auf diesem Nahrboden entweder von vornherein ohne Schwierigkeiten 
sehr gut, oder lieBen sich doch nach einiger Zeit an den Nahrboden 
gewohnen und dann auf ihm zu tippigem Wachstum bringen. Bei 
weiteren Untersuchungen wurde jedoch in Erfahrung gebracht, daB 
es auch zahlreiche Bakterienarten gibt, die auf dem genannten Nahr- 
boden auch unter vorheriger Anwendung des friiher beschriebenen 
Angewohnungsverfahrens nicht angingen. Um auch solche Bakterien 
auf ihre Vitamin-B-Bildungsfahigkeit priifen zu k6nnen, muBte versucht 
werden, den Nahrboden unter weitgehender Erhaltung seines Charak- 
ters und volliger Erhaltung seiner Vitamin-B-Freiheit so zu verbessern, 
daB er auch anspruchsvollen Bakterienarten ein gutes Wachstum 
gestattete. 

Ein Zusatz von Pepton und teilweiser Ersatz der Starke des Nahr- 
bodens durch T'raubenzucker brachte keine befriedigende Verbesserung 
mit sich, wohl aber die gleichzeitige Zugabe von Liebigs Fleischextrakt. 
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Da aber, wie entsprechende Kontrollversuche zeigten, die Verwendung 
von Fleischextrakt hinsichtlich der absoluten Vitamin-B-Freiheit 
einen gewissen Unsicherheitsfaktor in den Nahrboden hineinbrachte, 
wurde nach einem Ersatz fiir den Fleischextrakt gesucht. Eine Ab- 
kochung von Tierkérpermehl (Abkochung von 100 g auf 1 kg trockenes 
Nahrbodengemisch) erwies sich als véllig ungeeignet, da sie den Ratten, 
die den damit versetzten sterilen Nahrboden bekamen, wider Erwarten 
ein mittleres Wachstum gestattete. Durchaus zufriedenstellende Erfolge 
wurden schlieBlich erzielt, als der Naihrboden auBer mit Pepton und 
Traubenzucker noch durch Zusatz von Citronensdure (Acid. citric. 
albiss. eryst. pro analysi, Merck, Darmstadt) und Natriumammonium- 
phosphat (Merck, Darmstadt) erginzt wurde. Das trockene Nahrboden- 
gemisch, das zu den unten beschriebenen weiteren Untersuchungen 
iiber das Vitamin-B-Bildungsvermégen von Bakterien benutzt wurde, 
hatte dann die folgende Zusammensetzung : 


PE eo GS ke a ee Sew Oe 
Maisstérke, B-frei .......+6+2.. 46° 
ON si ee aah me. ea SG ye oe wie we RG 
Salzgemisch nach WeCollum und Davis. 5° 
Pepton, Wette ce ee Se ee ay 
Traubenzucker, rein D. Ap. V.. . . . 2. 10% 
a is So a we oe ee 


Das lebertranfreie Trockenfutter wurde mit der zehnfachen Menge 
Wasser, in der vor dem Zusetzen die Citronensaiure aufgelést und mit 
KOH neutralisiert und anschlieBend auch das Natriumammonium- 
phosphat in Lésung gebracht worden war, verkocht und der fertige 
Nahrboden auf einen px-Wert von 7,2 eingestellt. Auf je 92 g leber- 
tranfreies Trockenfutter entfielen je 7 g Citronensaéure und 5 g Natrium- 
ammoniumphosphat. Der fertige Nahrboden wurde, wie in den fritheren 
Untersuchungen, in Fernbach-Kolben gebracht und hierin sterilisiert. 
Die Sterilisation geschah in der Weise, daB die Kolben zuniachst 
1/, Stunde bei !/, Atm. Cherdruck im Autoklaven gehalten und dann 
nach 48 und nochmals nach weiteren 24 Stunden 10 Minuten lang im 
strémenden Dampf nachsterilisiert wurden. 

Die Priifung des fertigen sterilen Nahrbodens im Rattenversuch 
ergab seine v6llige Vitamin-B-Freiheit (vgl. hierzu Abb. 1). Acht 
Ratten, die sich im Zustande des Vitamin-B-Mangels befanden, starben 
bei ausschlieBlicher Fiitterung mit dem sterilen Nahrboden innerhalb 
von 9 bis 17 Tagen unter den typischen Symptomen des Vitamin-B- 
Mangels, eine Ratte zeigte, 30 Stunden vor dem Tode beginnend, 


1 Der Lebertran wurde zur Vermeidung einer Schadigung seines 
Vitamin-A-Gehaltes erst vor dem Verfiittern des mit Wasser versetzten 
sterilen bzw. mit Bakterien bewachsenen Nahrbodens an Katten zugegeben. 























EintluB des Nahrbodens auf die Vitamin-B-Bildung. ?1 


polyneuritische Erscheinungen. DaB der Nahrboden aber bei aus- 
schlieBlicher Verabreichung an Ratten unter entsprechender Erginzung 
mit Vitamin B in Gestalt von Trockenhefe (0,5 g pro Tier und Tag) 
diesen ausgezeichnetes Wachstum gestattete, zeigen deutlich die Wachs- 
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Abb. 1. 


a Ratten Nr. 9010, 9011, 9138, 9141, 9687 und 9688; Verabreichung des sterilisierten, verbesserten, 
zitronensiurehaltigen Nahrbodens. 
a Ratten Nr. 8985, 8986, 8989 und 9012; Verabreichung des sterilisierten, verbesserten, ipfelsiure- 
haltigen Nahrbodens. 


tumskurven der Ratten Nr. 8987 und 8988 (Abb. 2). Es sei hervor- 
gehoben, daB die durchschnittliche Gewichtszunahme dieser Ratten 
(innerhalb 30 Tagen pro Tier 84g) genau so viel wie die in der gleichen 
Zeit erzielte durchschnittliche Zunahme von drei Ratten betrug, die 
den alten Nahrboden unter entsprechender Erginzung mit Trocken- 
hefe erhalten hatten. Es beweist dies, daB die weiter unten zu_be- 
schreibende Steigerung des Wachstums von Ratten bei Verabreichung 





Abb. 2. 


A Verabreichung des sterili- 
sierten, verbesserten, zitronen- 
siurehaltigen N&ahrbodens 
+ 05g Troeckenhefe pro Ratte 
und Tag. 














von Kulturen der gleichen Bakterienart auf dem verbesserten Nahr- 
boden gegeniiber dem Wachstum bei Fiitterung mit Kulturen auf dem 
einfachen Nahrboden einer vermehrten Bildung von Vitamin B auf dem 
verbesserten Nahrboden und nicht etwa einer wachstumsstimulierenden 
Wirkung der zu dem Nahrboden gemachten Zusiatze zuzuschreiben ist. 
DaB die verwendete Citronensiure der in friiheren Untersuchungen 
liber die Vitamin-B-Bildung durch Bac. vulgatus auf Nahrldsungen (2) 
von uns benutzten synthetischen Apfelsiure der Firma EF. Merck hin- 
sichtlich ihrer Vitamin-B-Freiheit in keiner Weise nachstand, konnte 
ebenfalls gezeigt werden. Vier an Vitamin B verarmte Ratten, die 
den oben beschriebenen Nahrboden, in dem die Citronensaiure durch 
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Apfelsaure ersetzt worden war, als alleinige Nahrung erhielten, starben 
in der Zeit von 10 bis 26 Tagen, zeigten also keineswegs eine kiirzere 
Lebensdauer als die Ratten mit dem citronensadurehaltigen Nahrboden. 
Bei der Priifung des Nahrbodens auf Vitamin-B-Freiheit wurde dieser 
den Ratten taiglich zweimal frisch gereicht. Erwahnenswert ist, daB das 
bei einmaliger Verabreichung auf dem urspriinglich sterilen Nahrboden 
einsetzende Bakterienwachstum ausreichte, um so viel Vitamin B ent- 
stehen zu lassen, daB den Ratten ein geringes Wachstum, zum mindesten 
aber eine Erhaltung ihres Kérpergewichtes auf gleicher Héhe erméglicht 
wurde. 

Um Vergleichsméglichkeiten zu gewinnen, wurden auf dem ver- 
besserten Nahrboden zunachst zwei Bakterienarten, und zwar Bac. 
mycoides Fliigge und Bact. prodigiosum (Ehrenberg) Lehm. und Neum., 
geziichtet, deren Vitamin-B-Bildungsfahigkeit auf dem urspriinglich 
benutzten Nahrboden bereits gepriift worden war. Diese beiden 
Bakterienarten wurden deshalb gewahlt, weil sie auf dem alten Nahr- 
boden nur geringe bzw. maBige Mengen von Vitamin B zu syntheti- 
sieren vermochten, eine eventuelle Steigerung ihrer Vitamin-B-Bildungs- 
fahigkeit auf dem neuen verbesserten Nahrboden also besonders deutlich 
zum Ausdruck kommen mute. Die weitere Versuchsmethodik schloB 
sich eng an die in den friiheren Arbeiten beschriebene an. 

Das Wachstum der beiden Bakterienarten auf dem neuen Nahr- 
boden, das Aussehen und die Beschaffenheit der gut bewachsenen 
Kulturen, die nach entsprechender Erginzung mit Lebertran wieder 
als alleinige Nahrung an an Vitamin B verarmte, junge, wachsende 
Ratten verfiittert wurden, waren etwa ebenso wie bei Verwendung des 
alten Naihrbodens. Die Reaktion der zur Verfiitterung gelangenden 
Kulturen von Bac. mycoides (px = 6,4 bis 6,5) war nahezu die gleiche 
wie bei Verwendung des alten Nahrbodens (py = 6,3). Die Reaktion 
der fertigen Kulturen des Bact. prodigiosum war etwa die gleiche wie 
die des sterilen Naihrbodens (py = 7,2); bei Benutzung des alten Nahr- 
bodengemisches betrug der pu-Wert = 6,6. DaB zu den Versuchen 
immer die gleichen Bakterienstimme benutzt wurden, braucht nicht 
besonders betont zu werden. Die Betrachtung der beigegebenen Wachs- 
tumskurven (vgl. Abb. 3) der Versuchsratten laBt auf den ersten Blick 
erkennen, daB die Verbesserung des Niahrbodens eine betrachtliche 
Steigerung des Vitamin-B-Bildungsvermégens sowohl von Bac. mycoides 
als auch von Bact. prodigiosum mit sich gebracht hat. ZahlenmaBig 
ausgedriickt, betrug bei den Bac. mycoides-Kulturen die durchschnitt- 
liche Gewichtszunahme pro Ratte in 35 Tagen jetzt 45,7 g, in den 
friiheren Untersuchungen bei Verwendung des alten Nahrbodens hin- 
gegen nur 15,3 g; sie war also um das Dreifache gesteigert worden. Die 
Futteraufnahme belief sich wahrend der 35 Versuchstage pro Tier 
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und Tag auf 39 bis 91 g gegeniiber 40 bis 80g bei den friiheren Ver- 
suchen. Die Verfiitterung der Kulturen von Bact. prodigiosum bewirkte 
in diesen Versuchen in 35 Tagen pro Ratte eine durchschnittliche 
Gewichtszunahme von 70,5 g, in den friiheren Untersuchungen hingegen 
von 33,7 g; es war also hier eine Steigerung um mehr als das Doppelte 
eingetreten. Die Futteraufnahme schwankte wahrend der 35 Versuchs- 
tage pro Ratte und Tag zwischen 30 und 90g gegeniiber 37 und 90g 
bei den friiheren Versuchen. Es zeigt dies, wie auch der Versuch mit 
Bac. mycoides, daB mit der vermehrten Bildung von Vitamin B offenbar 
eine bessere Futterausnutzung verbunden war. Zusammenfassend JaBt 
sich tiber die mit Bac. mycoides und Bact. prodigiosum angestellten 
Versuche sagen, da durch eine Verbesserung des vitamin-B-freien 
Ndhrbodens eine erhebliche Steigerung des Vitamin- B- Bildungsvermégens 
erzielt werden konnte, derart jedoch, dies sei hervorgehoben, daf die auf 
dem einjfacheren Ndhrboden bestehenden Unterschiede in der Fihigkeit der 
Vitamin-B-Synthese deutlich erhalten blieben. 

Nachdem durch Bestimmung der Vitamin-B-Bildungsfahigkeit von 
Bac. mycoides und Bact. prodigiosum auf dem verbesserten Nihrboden 
Vergleichsméglichkeiten geschaffen worden waren, wurde zu der Priifung 
anderer, bisher auf diese Faihigkeit noch nicht untersuchter Bakterien- 
arten geschritten. Als erste wurde Bact. lactis aerogenes Escherich, also 
eine regelmaiBig im Magendarmkanal vorkommende Bakterienart, 
gewahlt. Der benutzte Stamm war aus den Darminhaltsmassen einer 
Ratte isoliert worden. 

Der urspriinglich grauweiBe Nahrboden nahm durch das Wachtum 
des Bakteriums sehr bald eine hellere, fast weiBe Ténung an und wurde 
unter Gasbildung leicht erweicht. Der Geruch der fertigen, gut bewach- 
senen Kulturen war angenehm aromatisch, ganz ahnlich dem bei den 
Bac. mycoides-Kulturen beobachteten. Die Keaktion des Nahrbodens 
wurde, wie zu erwarten war, in saures Bereich verschoben, der py-Wert 
der zur Verfiitterung gelangenden Kulturen betrug 6,1. 

Vier junge Ratten (Nr. 9313, 9314, 9696, 9697), die durch vitamin-B- 
freie Ernahrung in den Zustand des Vitamin-B-Mangels gebracht 
worden waren, zeigten, wie aus Abb. 3 zu ersehen ist, bei alleiniger 
Erndhrung mit den Kulturen des Bact. lactis aerogenes gutes Wachstum. 
Sie vermochten ihr Gewicht in der Versuchsdauer von 35 Tagen im 
Durchschnitt pro Tier um 60g zu vermehren, iibertrafen also die mit 
Bac. mycoides-Kulturen gefiitterten Ratten betrachtlich, ohne aber 
ganz an die mit Bact. prodigiosum-Kulturen ernahrten heranzureichen. 
Die Futteraufnahme schwankte pro Tag und Ratte zwischen 19 und 79 g. 
Um auch bei diesem Bakterium den Einflu8 einer Veranderung der 
Zusammensetzung des Nahrbodens auf das AusmaB des Vitamin-B- 
Bildungsvermégens zu priifen, wurde der Versuch wiederholt, derart, 
da8 das Bakterium auf dem verbesserten Nahrboden, jedoch ohne 
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Traubenzuckerzusatz, geziichtet wurde. Der Traubenzucker wurde 
hierbei durch die gleiche Menge Starke ersetzt. 


Das Wachstum des Bakteriums war auch ohne Traubenzucker sehr 
gut. Der Nahrboden wurde in seiner Farbe kaum verindert, die Erweichung 
war aber stirker als mit Traubenzucker. Auch machte sich eine erhebliche 
Schleimbildung bemerkbar, so dafi der Nahrboden eine schleimige, faden- 
ziehende Beschaffenheit annahm. Der Geruch der fertigen Kulturen war 
unangenehm, an alte Colibouillonkulturen erinnernd. Hierin, wie auch 
in der Reaktion, die in frischen Kulturen unverandert blieb (py 7,2), in 
alteren leicht alkalisch wurde (py 7,4), kommt der gegeniiber den trauben- 
zuckerhaltigen Kulturen vermehrte EiweiBabbau zum Ausdruck. 
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Abb. 3. 

A Ratten Nr. 7092, 7094 und 7093; Verabreichung des mit Bac. mycoides bewachsenen 
einfacheren Nu&hrbodens. 

A Ratten Nr. 9137, 9139 und 9140; Verabreichung des mit Bac. mycoides bewachsenen 
verbesserten Nihrbodens. 

a Ratten Nr. 7439, 7440 und 7444; Verabreichung des mit Bact. prodigiosum bewachsenen 
einfacheren Nihrbodens. 

a Ratten Nr. 9310, 9312 und 9315: Verabreichung des mit Bact. prodigiosum bewachsenen 
verbesserten Niihrbodens. 

a Ratten Nr. 9313, 9314, 9696 und 9697; Verabreichung des mit Bact. lactis aerogenes be- 
wachsenen verbesserten Nihrbodens. 

A Ratten Nr. 10293, 10298 und 10300; Verabreichung des mit Bact. lactis aerogenes be- 
wachsenen verbesserten Naihrbodens ohne Traubenzucker. 


a Ratten Nr. 9689, 9694, 9695 und 9775: Verabreichung des mit Vibrio alcaligenes be- 
wachsenen verbesserten Nahrbodens. 
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Die fertigen Kulturen wurden wieder an vitamin-B-verarmte 
Ratten (Nr. 10293, 10294, 10298, 10300) als alleiniges Futter gereicht. 
Ratte Nr. 10294 starb, nachdem sie wie die anderen Ratten Gewichts- 
anstieg gezeigt hatte, an einer interkurrenten Krankheit. Wie die 
beigegebenen Wachstumskurven der drei restlichen Ratten (vgl. Abb. 3) 
deutlich erkennen lassen, vermochten die Kulturen von Bact. lactis 
aerogenes ohne Traubenzucker das Wachstum der Ratten nur in viel 
geringerem Mae zu firdern als die traubenzuckerhaltigen Kulturen. Die 
Gewichtszunahme betrug hier im Durchschnitt pro Ratte in 35 Tagen 
32,3 g, somit nur wenig mehr als die Halfte der Gewichtszunahme der 
Ratten mit Traubenzuckerkulturen. Der Einflu®B der Zusammensetzung 
des Nahrbodens auf die Vitamin-B-Bildungsfaihigkeit von Bakterien 
tritt also auch hier wieder deutlich in Erscheinung. Die mit der ge- 
ringeren Vitamin-B-Bildung offenbar verbundene schlechtere Futter- 
ausnutzung zeigt sich in der im Verhaltnis zur Gewichtszunahme 
relativ hohen Futteraufnahme von 33 bis 72 g pro Tier und Tag. 

Als weitere Bakterienart wurde schlieBlich noch das Vibrio aleali- 
genes (Petruschky) L. et N. (Bac. faecalis alealigenes Petruschky: Bact. 
alcaligenes L. et NV.) auf seine Faihigkeit, Vitamin B zu synthetisieren, 
geprift, eine Bakterienart, die des 6fteren auch im Darm gesunder 
Tiere anzutreffen ist. Das Vibrio interessierte vor allem auch als reiner 
Alkalibildner ohne jegliche Zuckervergérungsfahigkeit, wenn auch die 
Alkalibildung nach Lehmann und Neumann (3) nicht héher liegt als 
bei den meisten Bakterien auf zuckerfreien Nahrbéden. 

Das Vibrio wuchs auf dem verbesserten Nahrboden ausgezeichnet, 
ohne dessen Wonsistenz zu verindern. Die Farbe des Nahrbodens wechseite 
von grauwei8 zu graubraun. Der Geruch der fertigen Kulturen war schwach 
leimig. Die Reaktion der Kulturen wurde mit zunehmendem Alter mehr 
und mehr alkalisch. Der py-Wert der zur Verfiitterung an Ratten ge- 
langenden Kulturen lag zwischen 7,3 (10 Tage alt) und 7,6 (21 Tage alt). 

Wie die beigegebenen Wachstumskurven der Ratten Nr. 9689, 
9694, 9695 und 9775 zeigen (vgl. Abb. 3), bewirkte die alleinige Erndhrung 
mit den Alcaligeneskulturen sofortigen Gewichtsanstieg und zufrieden- 
stellendes Wachstum wahrend der Versuchsdauer von 35 Tagen. Die in 
dieser Zeit erzielte durchschnittliche Gewichtszunahme von 50g pro 
Ratte kommt der bei Verfiitterung von Mycoideskulturen beobachteten 
(45,7 g) ziemlich nahe. Die Futteraufnahme belief sich auf 22 bis 69 g. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Verbesserung des vitamin-B-freien Nahrbodens wurde 
eine erhebliche Steigerung des Vitamin-B-Bildungsvermégens von 
Bakterien [Bac. mycoides Fliigge und Bact. prodigiosum (Ehrenberg) 
Lehm. und Neum.] erzielt, jedoch derart, daB die auf dem einfacheren 
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Nahrboden bestehenden Unterschiede in der Fahigkeit der Vitamin-B- 
Synthese deutlich erhalten blieben. 

2. Bact. lactis aerogenes Escherich bildete auf dem verbesserten 
traubenzuckerhaltigen vitamin-B-freien Nahrboden ahnliche Mengen 
von Vitamin B wie Bact. prodigiosum. Bei Ersatz des Traubenzuckers 
durch Starke sank die Menge des gebildeten Vitamins B betrachtlich ab. 

3. Vibrio alcaligenes (Petruschky) L. et N. zeigte auf dem ver- 
besserten Nahrboden ein ahnliches Vitamin-B-Bildungsvermégen wie 
Bac. mycoides. 
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Wie wirkt Erwirmen auf den A-Vitamingehalt der Milch ein? 
Ein kleiner Beitrag zur Frage. 
Von 
Martin Lundborg. 


(Aus dem Havsfiskelaboratoriet Lysekil, Schweden.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1933.) 


Die Milch ist zweifellos eines der wichtigsten und billigsten Nahrungs- 
mittel fiir den Menschen, fiir viele vielleicht auch die wichtigste Bezugs- 
quelle fiir A-Vitamin. Der Gefahren wegen, die das Trinken roher Milch 
mit sich bringen kann, hat man seit mehreren Jahren die Milch vor 
Gebrauch erwarmt (pasteurisiert), um so eine Infektion durch Bakterien 
auszuschlieben. Vor einigen Jahren hatte man in Schweden keine Be- 
stimmungen, die das Pasteurisieren der Milch betrafen. Man durfte 
Hocherhitzung und Dauerpasteurisierung nebeneinander anwenden. 
Zu jener Zeit pladierte ich! fiir die Einfiihrung der Dauerpasteurisierung, 
und wies dabei auf die umfassenden Untersuchungen hin, die in Amerika 
gemacht worden waren. Bei diesen Untersuchungen kam es darauf an, 
die Brauchbarkeit der Dauerpasteurisierung fiir das Keimfreimachen 
der Milch (besonders in bezug auf pathogene Bakterien, wie z. B. 
Tuberkelbazillen, Typhus u. dgl.) zu priifen. Mit Hocherhitzung be- 
faBten sich diese Versuche nicht, da diese Methode von vornherein 
ungiinstige Ergebnisse gebracht hatte. Bei der Dauererhitzung wird 
die Milch 1/, Stunde lang auf 63° erwirmt, wihrend man bei Hoch- 
erhitzung vorgewarmte Milch 3 Minuten lang auf ungefahr 80° erhitzt. 
Die Gewahr dafiir, da die ganze Milchmenge die gewiinschte Tem- 
peratur annimmt, ist bei der Dauerpasteurisierung verhaltnismabig 
viel gréBer als bei der Hocherhitzung. Bei der letzteren kommt es 
haufig vor, daB ein Teil der Milch bis auf den Kochpunkt der Milch 
erhitzt wird, waihrend die Temperatur eines anderen Teiles nicht 50° 
iibersteigt. Fiir Pasteurisierungszwecke ist jedoch ein 3 Minuten langes 
Erwarmen auf 50° ohne Bedeutung, wihrend hohe Temperaturen die 
Milch sowohl chemisch wie physiologisch betrachtlich verandern. 

Wie verhalt es sich nun mit dem A-Vitamingehalt der Milch in 
beiden Fallen? Bei meinen Versuchen, diese Frage experimentell 
zu beantworten, hatte ich eigentlich Milchproben zur Verftigung 
haben miissen, die Dauer- bzw. Hocherhitzung unterworfen waren. 
Leider muBte ich mich jedoch mit der Untersuchung von Milch_ be- 
gniigen, die den beiden Pasteurisierungsverfahren entsprechend er- 
wirmt worden war. Mit anderen Worten, ich muBte mich darauf 


1M. Lundborg, Mjélken som smittospridare Nord. Hyg. Tidskr. 1926. 
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28 M. Lundborg: 


beschranken, zu untersuchen, wie sich der Vitamingehalt der Milch 
mit dem Erwirmen auf verschiedene Temperaturen verinderte. Als 
Ausgangs- und Vergleichsmaterial benutzte ich frische Vollmilch. 


1. Frische Vollmilch. 

| Liter frische Vollmilch wurde zentrifugiert, die gewonnene Butter 
in einer moéglichst kleinen Menge Ather gelést. Die atherische Lésung 
wurde durch Dekantieren und Filtrieren von Wasser und von Kasestoff 
befreit. In einem kleineren Teil (4 ccm) wurde eine Fettbestimmung aus- 
gefiihrt, die Lésung zu diesem Zwecke eingedunstet und der Riickstand 
erhitzt, bis alles Wasser entfernt war. Der Riickstand wog 0.3135 g, die 
Fettlésung enthielt also 0.07847 g Fett pro Kubikzentimeter. 

Die 7,0 cem dieser Atherlésung, die fiir die folgende Lovibondbestim- 
mung verwendet wurden, enthielten somit 0.5486 g Fett. Nach Entfernen 
des Athers im Vakuum wurde der Riickstand mit wasserfreiem Chloroform 
zu 2,0cem gelést. Als Mittelwert von zehn Lovibondbestimmungen wurde 


erhalten: 





Lovibondeinheiten 


eem Probelisung 


blau gelb rot 
0,4 0.83 0.4 - 


oder pro Gramm Fett: 
0,83 . 3.5.2 


7,6 Lovik sinheit au. 
0.5486 7,6 Lovibondeinheiten blau 


2. Milch, die 30 Minuten lang auf 63° erhitzt worden war. 

1 Liter Milch wurde zunachst direkt iiber freier Flamme auf 63° er- 
warmt, dann das GefaiB mit Milch in ein Wasserbad gesetzt, das 30 Minuten 
lang bei dieser Temperatur gehalten wurde. Ein Riihrer hielt die Milch 
wihrend des Versuchs in standiger Zirkulation. Dieser Riihrer arbeitete 
so kraftig, daB ein Teil Luft mit in die Milch gerissen wurde. Diese Umstande 
muB man beachten, wenn man die Ergebnisse der beschriebenen Versuche 2 
und 3,vergleicht. In einem fiir Dauerpasteurisierung bestimmten Apparat ! 
kommt die Milch beim Erwarmen nicht so intensiv mit Luft in Beriihrung. 

Von der Milch, die, wie oben beschrieben, laboratoriumsmaBig dauer- 
pasteurisiert worden war, wurden 100 ccm fiir eine Fettbestimmung nach 
Rése-Gottlieb verwendet. Der Fettgehalt wurde zu 3,60°,, bestimmt. Weitere 
100 cem wurden zwecks A-Vitaminbestimmung der ,,Ammoniakmethode* 


unterworfen. Diesmal wurde das isolierte Fett mit alkoholischer Kalilauge 
(IS8cem 20° ig. Kalilauge) verseift? und der Verseifungsriickstand in 
wasserfreiem Chloroform zu 2,0 cem gelést. Die Lovibondbestimmung 
ergab: 





Lovibondeinheiten 


blau gelb rot 





ecm Probelisung 


0,2 1,1 0,8 — 


! Vgl. Abbildungen in Tillmans, Lehrb. d. Lebensmittelchem., 
S. 121/123. Miinchen, Bergmann, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 231, 283, 1931. 














Wie wirkt Erwarmen auf den A-Vitamingehalt der Mileh ein ” 29 


oder pro Gramm Fett: 








ch 
, 11.5.2 B : 
Is —— = 3,0 Lovibondeinheiten blau, 
3,60 
h. 
3. Mileh, die 2 Minuten lang gekocht worden war. 
or | Liter Milch wurde unter zeitweiligem Umriihren mit dem Thermometer 
- rasch zum Kochpunkt erhitzt — dies nahm 10 Minuten in Anspruch 
ff und dann 2 Minuten kochend gehalten. Nach raschem Abkiihlen wurde 
s- der Fettgehalt der Milch nach Rése-Gottlieb! zu 3,60°,., bestimmt. 
1d 100 cem wurden nach der ,,Ammoniakmethode* behandelt und die 
. dabei erhaltene Atherlésung im Vakuum eingedunstet. Der Riickstand 
wurde mit 18 cem 20°, igem alkoholischen Kali verseift, darauf wurde in 
= bekannter Weise extrahiert. Der Riickstand wurde in wasserfreiem Chloro- 
* form zu 2,0cem gelést. Die Lovibondbestimmungen ergaben: 
m 
le Lovibondeinheiten 
eem Probelisung ‘ 
blau gelb rot 
0,2 2,4 1,2 
oder pro Gramm Fett: 
34.5.3 7 Lovibondeinhei bl 
=~ 6,7 Lovibondeinheiten blau. 
3,60 
Zusammenfassung. 
— Lovibondeinheiten 
Probe blau pro g Fett 
n a ; ? — 
Prisco Vollmiloh. ..5....5.%- 7.6 
' Mileh 30 Min. auf 63° erwirmt . . . . 30 
- Milch, die in 10 Min. zum Kochen ge- 
e bracht worden war und dann 2 Min. 
2 lang @ekoont hatie . . .. 1.51 36+ 6,7 
1 
. Diesen Versuchen nach zu _ urteilen, scheint ein halbstiindiges 
‘ Erhitzen bei 63° dem A-Vitamingehalt mehr zu schaden als ein kurzes 
1 ° _ ° . . . ° : 
" Aufkochen der Milch. Wieweit diese Tatsache einer Oxydation wahrend 


der langen Erwarmungsdauer zuzuschreiben ist, habe ich natiirlich 
nicht durch diese Versuche feststellen kénnen, doch ist eine solche 
Erklarung naheliegend. Da, wie oben erwihnt, ein Keimfreimachen 
in bezug auf pathogene Bakterien nur durch Dauerpasteurisierung 
moglich ist, muB man meiner Meinung nach aus gesundheitlichen Riick- 
sichten einen Verlust von A-Vitamin in Kauf nehmen. 


1 Gottlieb, Landw. Vers.-Stat. 40, 6, 1892; Rése, Zeitschr. f. angew. 
Chem. 2, 100, 1888. 
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Uber die Primarstufen der Kondensation von Formaldehyd'. 


Von 


L. Orthner und E. Geriseh. 
(Aus dem Chemischen Institut der Technischen Hochschule in Karlsruhe.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1861 erhielt Butlerow? durch Kondensation von Form- 
aldehyd mittels Kalkwasser einen Sirup, der Fehlingsche Lésung in der 
Kalte schwach und in der Hitze stark reduzierte. Obgleich die Analyse 
des Sirups schwankende Resultate ergab, war sich Bulerow doch iiber die 
Bedeutung seiner Entdeckung nicht im unklaren und sprach den siib- 
schmeckenden Sirup als synthetischen Zucker an. Er hatte aber kein 
einheitliches Produkt in Handen, denn die folgenden Untersuchungen 
zeigten, daB ein Gemenge von verschiedenen Zuckern entstanden war. 

Diese synthetische Darstellung von Zuckern aus Formaldehyd war 
eine der Hauptstiitzen der Baeyerschen Assimilationshypothese®. 

In der Folge nahm Tollens* die Arbeit von Butlerow wieder auf. Er 
verglich die Wirkung verschiedener Kondensationsmittel auf Formaldehyd 
und stellte auBer der Zuckerbildung die Disproportionierung von Form- 
aldehyd in Methylalkohol und Ameisensaure fest. O. Loew5 suchte quanti- 
tative Zusammenhange itiber die Zuckerbildung bei der Formaldehyd- 
kondensation zu gewinnen. Er fand bei seinen Untersuchungen, daB die 
Dismutation des Formaldehyds mit zunehmender Starke der zur Konden- 
sation verwandten Basen in den Vordergrund tritt. In diesem Sinne wirkt 
auch eine Vergr6éBerung der Konzentration des Formaldehyds. | Durch 
Anwendung verschiedener Kondensationsmittel und verschiedener Kon- 
densationsbedingungen erhielt Loew Sirupe mit wechselnden Eigenschaften 
(Kalt- und HeiBreduktion, Vergirbarkeit), die er Formose, Pseudoformose 
und Methose nannte. 


! Diese Abhandlung bildet den wesentlichen Inhalt einer im Friih- 
jahr 1929 abgeschlossenen Dissertation (Z. Gerisch-Karlsruhe, Technische 
Hochschule 1929); siehe auch Vortrag auf der Tagung des Vereins deutscher 
Chemiker Wien 1931 und D. R.-P. Nr. 654678. 

2 Ann. 120, 295, 1861. 

3 Ber. 8, 63, 1870. 

* Ber. 15, 1632, 1882; 16, 917, 1883; 17, 660, 1884. 

5 Ber. 21, 270, 1888; 22, 470, 1889; J. f. pr. Chem. 33, 321, 1885; 
84, 51, 1886; Ber. 39, 1592, 1906; Chem. Ztg. 21, 243, 1897; 28, 542, 1899. 
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Eine wesentliche Klarung der verwickelten Verhaltnisse brachten die 
Arbeiten von E. Fischer’. Es gelang ihm, mit Hilfe von Phenylhydrazin 
drei Osazone zu isolieren, von denen zwei («- und /-Akrosazon) sich als 
Hexosazone erwiesen und das dritte wahrscheinlich einer Ketopentose 
angehérte. Die «-Akrose, der dem «-Akrosazon zugrunde liegende Zucker, 
wurde schon von Fischer als d, 1-Fructose erkannt, fiir die S-Akrose wurde 
von Kiister und Schoder* die Identitat mit d, l-Sorbose erwiesen. C. Neu- 
berg® konnte nachweisen, daB die von E. Fischer vermutete Pentose 
i-Arabinoketose war, was H. und E. Euler* bestatigt haben; diese beiden 
Forscher fanden auch zum ersten Male in den Kondensaten des Form- 
aldehyds Glykolaldehyd und Dioxyaceton, die sie als Glykolaldehyd- bzw. 
Glycerosazon isolierten. 

Das Vorkommen dieser beiden Verbindungen erklart das Auftreten 
von Kaltreduktionsvermégen gegen Fehlingsche Lésung bei den Kon- 
densationssirupen und JaBt weiterhin einen SchluB tiber den Ablauf der 
Formaldehydkondensation zu. 

In den letzten Jahren haben sich mit dem Problem der Formaldehyd- 
kondensation noch mehrere Forscher beschaftigt. E. Loewe® gelang es, durch 
rasche Kondensation von Formaldehyd mit Bleihydroxyd einen Konden- 
sationssirup zu erhalten, der alle friiheren Kondensate an Kaltreduktions- 
vermégen iibertraf. Er glaubte, die reduzierende Substanz als Glykol- 
aldehyd ansprechen zu diirfen, erhielt aber im Gegensatz zu allen friiheren 
Autoren mit Phenylhydrazin nicht ein Glykolaldehydosazon, sondern 
ein Produkt, dessen Analyse auf ein Pheny!hydrazon des Glykolaldehyds 
stimmte, das aber im Schmelzpunkt und in der Farbe mit dem in’ der 
Literatur beschriebenen nicht identisch war. Wie im Verlauf dieser Arbeit 
gezeigt wurde, enthalt das nach Loewe hergestellte Kondensat auch Aldo- 
tetrosen, deren Osazon in Farbe, Schmelzpunkt und Analyse mit dem von 
E. Loewe isolierten Produkt iibereinstimmt, so da®B er wahrscheinlich 
Tetrosazon in Handen gehabt hat. Schmalfuss® bewerkstelligt die Konden- 
sation des Formaldehyds mit Magnesiumoxyd und _ bestitigt die friither 
von anderen erhaltenen Resultate. 

Bisher waren also bei der Formaldehydkondensation Glykolaldehyd 
und Dioxyaceton nachgewiesen, wahrend Zucker mit fiinf und sechs Kohlen- 
stoffatomen isoliert waren. 


Hauptteil. 

Die Annahme, daB die bekannten Hauptproedukte der Form- 
aldehydkonzentration, die Pentosen und Hexosen, sich durch Kon- 
densation von 5 bzw. 6 Molekiilen Formaldehyd bilden, ist bei der 
Unwahrscheinlichkeit penta- und hexamolekularer Reaktionen gegen- 
iiber di- und trimolaren aus kinetischen Griinden nicht zu halten. Die 
Fiinf- und Sechszucker miissen sich vielmehr durch Weiterkondensation 


1 Ber. 21, 989, 1888; 22, 359, 1889; 28, 388. 1890. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 110, 1924. 
Ber. 35, 2630, 1902. 
Ber. 39, 45, 1906. 
Dissertation: Untersuchung iiber die Kondensation von Form- 
aldehyd. Miinchen 1924. 
6 Ber. 57, 2101, 1924; diese Zeitschr. 185, 70, 1927. 


oo @ & tw 
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von Zwei- und Dreizuckern bilden. Um einen Einblick in den Ablauf 
der Formaldehydkondensation zu erhalten, war es daher nétig, die 
Untersuchung solcher Kondensate vorzunehmen, die einen mdglichst 
hohen Gehalt an Primirprodukten zeigen. Nur in diesem Falle bestand 
die Aussicht, neue Erkenntnisse quantitativer und qualitativer Art 
zu erhalten. 

Die friheren Autoren bedienten sich zur Abtrennung der einzelnen 
Komponenten des Formaldehydkondensationsproduktes des Umsatzes 
mit Phenvlhydrazin. Die Schwierigkeiten dieser Methode liegen darin, 
daB es nicht leicht ist, ein Gemisch von Osazonen zu trennen, besonders 
wenn es sich um empfindliche, zum Verschmieren neigende Produkte 
handelt. Quantitative Aussagen iiber die Zusammensetzung vorliegender 
Zuckergemische kénnen durch diese zeitraubende Methode nicht er- 
halten werden. Um daher einen Fortschritt in der Klarung der Ver- 
haltnisse zu erreichen, war eine andere Methode zur Aufarbeitung des 
Kondensationsgemisches zu finden. Es wurde zu diesem Zwecke der 
Weg der katalytischen Hydrierung des Kondensationsproduktes in 
Aussicht genommen. Nach diesem Verfahren der Aufarbeitung werden 
die empfindlichen Zucker in die stabilen Alkohole iibergefiihrt, die 
z. B. in Form ihrer Benzoyl- oder Benzalverbindungen relativ leicht 
nachzuweisen und zu trennen sind. 


Die Hydrierung niederer Zucker. 


Wie die Versuche von Euler und E. Loewe zeigten, kommen als Primiar- 
produkte des Formaldehydkondensates Glykolaldehyd und Dioxyaceton 
in Frage. Die geplante Untersuchungsmethode war nur dann brauchbar, 
wenn sich diese Verbindungen zu den entsprechenden Alkoholen, Glykol 
und Glycerin, leicht katalytisch hydrieren lassen. Nach den Untersuchungen 
von Jpatiew' kénnen Hexosen mit katalytisch erregtem Wasserstoff unter 
hohem Druck zu Hexiten reduziert werden. Bei der groBen Reaktions- 
faihigkeit der niederen Zucker erschien eine Hydrierung bei gew6éhnlichem 
Druck méglich, und es wurden daher Glykolaldehyd und Dioxyaceton 
mit einem Nickelkatalysator der Hydrierung unterworfen. 

Es hat sich gezeigt, daB Glykolaldehyd bei 80 bis 90°C unter 
Atmospharendruck sich relativ leicht hydrieren laBt. Ebenso ging die 
Hydrierung von Dioxyaceton bei Zimmertemperatur und Atmospharen- 
druck mit hinreichender Geschwindigkeit vor sich. Druckerhéhung 
hatte eine starke VergréBerung der Hydriergeschwindigkeit zur Folge, 
wie Druckversuche, die mit Dioxyaceton unternommen wurden, zeigten. 
Einem Wasserstoffdruck von 120 Atmospharen und einer Temperatur 
von 100°C entsprach eine Erhéhung der Hydriergeschwindigkeit um 
ungefihr das Achtfache. 


1 Ber. 45, 3218, 1912. 
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Primirstufen der Kondensation von Formaldehyd. 33 


SchlieBlich war noch die Hydrierbarkeit von Methylglyoxal (I), 
das sich aus Triosen in alkalischem Medium bilden kann, zu untersuchen. 
CH,OH.CO.CH, OH 
y4 —> CH;.CO.CHO + H,0. (1) 
CH.O.CHOH.CH,OH | 
Versuche, die bei Atmosphiérendruck unternommen wurden, zeigten, 
daB die Hydrierung von Methylglyoxal nicht zum 1, 2-Propandiol (II), 
sondern nur bis zum Acetol (1IT), einer im Gegensatz zum Methylglyoxal 
Fehlingsche Lésung in der Kalte stark reduzierenden Substanz, fiihrt. 
Das Acetol 1iBt sich unter diesen Bedingungen nur auBerst langsam 
weiter hydrieren. 
CHg. CHOH. CH, OH, (II) CH,.CO:CH, OH, (III) 
CH,.CHOH. CHO. (V) CH, .COH. CHO, (IV) 


Die schon von Kling! angenommene Struktur des Acetols als Halb- 
acetal (IV), kann vielleicht die schwere Hydrierbarkeit ? dieses K6rperser- 
kliren. Im Einklang damit wiirde auch die Schwierigkeit der direkten 
Acetonylierung von Acetol stehen. 

DaB das bei der Hydrierung von Methylglyoxal? entstandene 
Produkt Acetol und nicht Milchsiurealdehyd war (V), geht aus dem 
Fehlen der Fuchsinschwefligsiurereaktion hervor. 

Diese Hydrierungsversuche zeigten, daB die als Primarprodukte 
diskutierten K6érper sich in befriedigender Weise zu Alkoholen hydrieren 
lassen, 

Das Verhalten niederer Zucker im alkalischen Milieu. 


Da die Kondensation von Formaldehyd im alkalischen Milieu 
vorgenommen wird, war zur Erzielung von Kondensaten mit hohem 
Gehalt an Primarprodukten eine Untersuchung des Verhaltens dieser 
Produkte gegen das Kondensationsmittel notwendig. Nur bei Kenntnis 
der Bedingungen, unter denen sekundare Veranderungen dieser Produkte 
vor sich gehen, kann man die Kondensation so leiten, daB die ge- 
wiinschten Produkte erhalten bleiben. Deshalb wurde z. B. die Ein- 
wirkung von verdiinntem Alkali und Bleihydroxyd auf Dioxyaceton 
und Glykolaldehyd durch die Beobachtung der zeitlichen Abnahme 
des Kaltreduktionsvermégens gemessen. Es zeigte sich, daB beide 
Zucker relativ leicht weiter kondensieren. Wie Fischer4, Piloty®, 


1 C.r. 18, 975, 1841; 14, 1256, 1842. 

2 Siehe hierzu C. Neuberg u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 71, 114, 1915; 
112, 313, 1920; 182, 481, 1927. 

3 Da weder von uns noch den anderen Autoren in Kondensations- 
produkten von Formaldehyd sich Glycerinaldehyd nachweisen lieB, haben 
wir auf die Untersuchung der Hydrierung dieses Produktes verzichtet. 

4 Ber. 20, 2566 u. 3384, 1887. 

5 Ber. 80, 1656, 1897; 30, 3161, 1897. 
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Wohl und Neuberg! und andere Forscher? nachgewiesen haben, kon- 
densiert sich Dioxyaceton in alkalischem Medium zur x- und f-Akrose, 
wihrend Fischer und Landstein®, und Fenton und Jackson* fanden, dal 
Glykolaldehyd sich zu Tetrosen und schlieBlich zu Hexosen kondensiert °. 


Wenn man daher Glykolaldehyd und Dioxyaceton in den Konden- 
saten des Formaldehyds in gréBeren Mengen finden wollte, muBte dic 
Kondensationsdauer méglichst kurz gehalten werden. Weiterhin war 
es nétig, das Kondensationsmittel nach beendigter Kondensation sofort 
zu entfernen, um Verainderungen wahrend der Aufarbeitung zu_ver- 
meiden. 

Serienversuche hatten ergeben, daB Bleihydroxyd als Konden- 
sationsmittel von milder Wirkung ist, und daB bei Verwendung dieses 
Koérpers die Aussichten auf eine relativ hohe Lebensdauer der Primar- 
produkte bei der Formaldehydkondensation gut waren. Als analytisches 
Hilfsmittel fiir die Verfolgung des Kondensationsverlaufes erwies sich 
die Bestimmung des Kaltreduktionsvermégens gegen Fehlingsche 
Lésung ausgezeichnet brauchbar. Die Primarprodukte besitzen Kalt- 
reduktionsvermégen, wihrend Pentosen und Hexosen nur in der Warme 
gegen Fehlingsche Lésung reduzierend wirken. 


Die zeitliche Verfolgung der Formaldehydkondensation mit Blei- 
hydroxyd durch Bestimmung des Kaltreduktionsvermégens zeigte nun 
auch deutlich das Erscheinen eines ausgesprochenen Maximums der 
Kaltreduktion. Zu diesem Zeitpunkt sind also die Primarprodukte in 
iiberwiegender Menge vorhanden. Bei langerer Kondensationsdauer 
fallen sie ahnlichen Veranderungen, wie oben beschrieben, anheim. 


Ein Kriterium fiir die Giite der Primarkondensate ist das Verhaltnis 
von Kaltreduktionsvermégen zu Gesamtreduktionsvermégen in der 
Warme. Bei unseren Versuchen war dieser Quotient 6 bis 6,4: 10. 


Hochdruckhydrierung des Primirkondensats. 


Um einen AufschluB iiber die Zusammensetzung des durch Kon- 
densation von Formaldehyd mit Bleihydroxyd erhaltenen Primiir- 
kondensats zu erhalten, wurde dies nach vorheriger Entbleiung (Kataly- 
satorgift!) der Reduktion mit katalytisch erregtem Wasserstoff unter 
hohem Druck und héherer Temperatur unterworfen. 


? Ber. 38, 3099, 1900. 

2 Ber. 46, 2327, 1913. 

3 Ber. 25, 2553, 1892; 27, 3200, 1894. 

4 Soe. 77, 130. 

5 Glykolaldehyd erleidet auch geringe Disproportionierung zu Glykol 
und Glykolsiure. Siehe Doktordissertation Loewe, 1. c. 
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Bei einer Temperatur von 120° und einem Druck von 1) bis 
120 Atmosphiren ist die Hydrierung in 7 bis 8 Stunden beendet (Ver- 
schwinden der HeiB- und Kaltreduktion). Nach Abdampfen des Wassers 
hinterbleibt ein Sirup, der bei der fraktionierten Vakuumdestillation 
sich in ein Gemisch von Glykol, Glycerin, i- und d, l-Erythrit (VI und 
VII) aufteilen laBt, wobei ein geringer Riickstand hinterbleibt (fiinf- und 
sechswertige Alkohole ?). 


H OH OH OH 
| | 
CH,OH—C——-C—CH, OH, CH,OH—C -. C—CH,OH 
| 
OH H H UH 
VI. VII. 


Das Glykol wurde als Dibenzoylverbindung, das Glycerin als 
Tribenzoylverbindung identifiziert (Analyse und Mischschmelzpunkte). 
Die Erythritfraktion ergab bei der Benzoylierung wenig des schwer- 
léslichen Tetrabenzoyl-i-Erythrits, der durch Analyse und = Misch- 
schmelzpunkt mit einer aus dem kéauflichen i-Erythrit bereiteten 
Tetrabenzoylverbindung identifiziert wurde. Die Benzoylverbindung 
des d, l-Erythrits, die auch in der Literatur nicht beschrieben ist, hinter- 
bleibt 6lig. Durch Verseifung und Umsatz mit Benzaldehyd erhielt 
man daraus den Dibenzal-d, l-Erythrit, den man auch durch Umsatz 
mit Benzaldehyd aus der Gesamterythritfraktion direkt erhalten kann. 

Die Kondensation des Formaldehyds fiihrt unter den angewandten 
Bedingungen zu ungefihr 70 bis 75°, an reduzierenden Substanzen. 
Diese lassen sich ihrerseits als Polyalkohole nach dem obigen Verfahren 
aufteilen in etwa 16% Glykol, etwa 23°, Glycerin und etwa 46°, 
Erythrite. 

Der Verlauf der Kondensation von Formaldehyd zu Zuckern. 

Die geschilderten Befunde lassen sich nur so deuten, daB Glykol 
aus Glykolaldehyd durch Hydrierung entstanden ist. Glycerin kénnte 
sowohl aus Dioxyaceton als auch aus Glycerinaldehyd sich gebildet 
haben. Die Abwesenheit von Glycerinaldehyd in den Formaldehyd- 
kondensaten ergibt sich aus dem negativen Ausfall der Probe auf 
Glycerinaldehyd!. Bei gelindem Erwarmen eines  Formaldehyd- 
kondensats mit wenig Schwefelsiure und Phloroglucin entsteht kein 
Niederschlag. Trotzdem kann Glycerinaldehyd ein Primarprodukt der 
Kondensation sein, da er bekanntlich' im alkalischen Medium sich 
leicht in Dioxyaceton umlagert. Der gebildete d, l-Erythrit ist durch 
Hydrierung von d,1-Threose und der i-Erythrit aus d, l-Erythrose 
entstanden. 


! Wohl u. Neuberg, Ber. 33, 3104, 1900. 
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Das Primarkondensat enthielt also: Glykolaldehyd, Dioxyaceton, 
d, 1-Erythrose (VIII), d,1-Threose (IX). Wie schon bemerkt, ent- 
stehen bei laingerer Kondensationsdauer als weitere Kondensations- 
produkte i-Arabinoketose (X), d, 1-Fructose (XI) und d, l-Sorbose (XTI). 


H OH H H 


| | 
CHO—C—C—CH, OH, CHO—C C—CH,OH 


- we 
OHH OH OH 


VII. IX. 


H H H OH OH 


| | ‘rs ae 
CH,OH—C—CC—CH, OH, CH,OH—C—C-——C-——C—CH, 0H 


ll | | | mm 
O OH OH O OH H H 


X. XI. 
H OHH 
a a 
CH,OH—C—C- C— C—CH,OH 


S Aco 9 
O OH H OH 
XI. 


Wie diese Zucker genetisch miteinander verkniipft sein kénnen, 
soll die folgende Betrachtung dartun, die sich auf die erhobenen 
experimentellen Befunde, besonders das Nichtauffinden von Zuckern 
mit verzweigter Kette in den Kondensaten, stiitzt. Als plausible An- 
nahmen fiir eine zusammenhaingende Betrachtung der Verhiltnisse 
werden postuliert: das Nichtauftreten von verzweigten Ketten bei 
der Kondensation und die ausschlieBliche Giltigkeit des Liebenschen 
Aldolisierungsgesetzes!, wobei zugegeben wird, da der Formaldehyd 
als erstes Glied der Aldehydreihe eine Ausnahmestellung einnimmt. 


Das Primarprodukt der Formaldehydkondensation ist also der 
Glykolaldehyd, der sich aus zwei Molekiilen Formaldehyd bildet. 


Solange noch wenig Glykolaldehyd in der Reaktionsmischung 
vorhanden ist, kann derselbe nur mit dem in viel gréBerer Menge vor- 
handenen Formaldehyd zu d, |-Glycerinaldehyd reagieren. 


Im alkalischen Milieu bildet sich das Gleichgewicht zwischen 
Glycerinaldehyd und Dioxyaceton aus, das ganz zugunsten von Dioxy- 
aceton liegt: 


CHO—CHOH—CH,OH +> CH,OH—CO—CH,OH. 


1M. 22, 289, 1901. 
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Schon in primairen Kondensaten liBt sich Glycerinaldehyd nicht 
mehr nachweisen!. Die direkte Bildung von Dioxyaceton durch Kon- 
densation von Formaldehyd mit Glykolaldehyd nach dem Schema der 
Benzoinkondensation ist unwahrscheinlich, da man bis heute bei ali- 
phatischen Aldehyden in vitro keine derartige Kondensation kennt, 
wenn man von der Kondensation des Formaldehyds mit sich selbst 
zu Glykolaldehyd absieht. 

Ist aber die Konzentration des Glykolaldehyds im Verlauf der 
Kondensation betraichtlicher geworden, dann wird der Glykolaldehyd 
mit sich selbst zu Tetrosen kondensieren kénnen. Diese Reaktion 
1aBt sich wahrscheinlich schon in Abwesenheit eines Kondensations- 
mittels lediglich durch Erwirmen bewerkstelligen (s. Hydrierungs- 
versuch des Glykolaldehyds). In den von uns hergestellten Form- 
aldehydkondensaten wurde neben viel d,1-Threose wenig d, l-Erythrose 
(VIII und IX) gefunden. Das Auftreten dieser vier Formen ist theo- 
retisch verstandlich, da bei der Kondensation von Glykolaldehyd zwei 
Asymmetriezentren entstehen. 

Das experimentell festgestellte gemeinsame Auftreten von Glykol- 
aldehyd, Dioxyaceton und Tetrosen zeigt, daB die Kondensation von 
Formaldehyd zu Glykolaldehyd mit wesentlich héherer Geschwindig- 
keit vor sich gehen muB als die Weiterkondensation des Glykolaldehyds 
mit Formaldehyd zu Triosen und mit sich selbst zu Tetrosen. Die 
ebenfalls denkbare Bildung von Tetrosen durch Kondensation von 
Triosen mit Formaldehyd ist sehr unwahrscheinlich, da nach dem 
oben Festgestellten die Formaldehydkonzentration in dieser Phase der 
Reaktion schon eine verschwindend geringe sein mu$. Ein weiterer 
schwerwiegender Grund gegen die Annahme der Tetrosenbildung aus 
Triosen und Formaldehyd ergibt sich aus folgendem. Unter Zugrunde- 
legung des Schemas der Aldolkondensation miiBten durch Kondensation 
von Glycerinaldehyd mit Formaldehyd Zucker mit verzweigter Kette 
(XIII) entstehen, da man ja die Benzoinkondensation als undiskutabel be- 
trachten kann. Bei der Hydrierung derartiger Zucker wiirden Tetrite 
mit verzweigten Ketten entstehen, die im Gegensatz zu den Hydrierungs- 
produkten der normalen Tetrosen, die Dibenzalverbindungen liefern, 
nur eine Monobenzalverbindung liefern kénnen. Da wir nur Dibenzal- 
verbindungen aufgefunden haben, so scheidet auch aus diesem Grunde 
die Méglichkeit der Aldolkondensation von Glycerinaldehyd mit Form- 
aldehyd zu einer verzweigten Tetrose aus. Die zweite Méglichkeit der 
Tetrosenbildung aus Triosen und Formaldehyd, naimlich die aus Dioxy- 
aceton und Formaldehyd, wiirde zu der d, l-Erythrulose (XIV) fiihren. Bei 
der Hydrierung der d, 1-Erythrulose wiirde das gleiche Gemisch von 


1 Ber. 57, 2101, 1917. 
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i- und d,1-Erythrit entstehen, das sich auch bei der Hydrierung der 
vier Aldotetrosen bildet. Eine experimentelle Aussage iiber das Vorliegen 
der Erythrulose lieBe sich mit der von uns gewahlten Methode der 
Hydrierung nicht erbringen. 
OH 
CHO—CHOH—CH,OH + CH,0 —> CHO—C—CH,OH 


CH,OH 
XIII. (4 Moglichkeiten) 
CH,OH—CO—CH,OH + CH,0 —» CH,OH—C 0O—CHOH—CH,OH 
XIV. 

Die Bildung von Triosen und Tetrosen aus Formaldehyd in tri- 
bzw. tetramolekularer Reaktion ist, wie oben auseinandergesetzt, un- 
wahrscheinlich, so daB wir uns hier und auch im folgenden nur auf 
bimolekulare Reaktionen beschranken diirfen. 

Bei langerer Einwirkung des Kondensationsmittels werden die 
erwahnten Zucker weiter miteinander reagieren. Man kommt so zu 
Produkten mit fiinf und sechs Kohlenstoffatomen. Pentosen kénnen 
sich bilden durch Kondensation von Glykolaldehyd mit Dioxyaceton 
oder von Glykolaldehyd mit Glycerinaldehyd. Im ersten Falle ent- 
stehen die vier Ketopentosen, im zweiten Falle die acht Aldopentosen !. 
Die dritte Méglichkeit der Pentosenbildung in bimolekularer Reaktion 
durch Kondensation von Tetrosen mit Formaldehyd scheidet aus, 
da Formaldehyd zu diesem Zeitpunkt der Kondensation nicht mehr 
vorhanden ist. 

Die einzige mit Sicherheit festgestellte Pentose in den Form- 
aldehydkondensaten ist die d, l-Arabinoketose, die durch Kondensation 
von Dioxyaceton mit Glykolaldehyd entsteht (XV). Da Dioxyaceton in 
der Phase der Pentosenbildung in groBer Menge vorhanden ist, kann 
vorausgesagt werden, daB die Ketopentose bei langerer Kondensations- 
dauer in gréBerer Menge vorhanden sein mu, da, wie experimentell 
gefunden wurde, auch Glykolaldehyd in diesem Zeitpunkt noch vor- 
handen ist. In der Tat hat Fuler* gefunden, daB die Ketopentose den 
gréBten Anteil in dem von ihm hergestellten Kondensat ausmachte. 
Dieser Befund deckt sich mit den Untersuchungen von Schmalfuss®, 
der fand, daB sie ungefahr 50°, des Gesamtzuckers seines Kondensates 
ausmachte. Eine weitere Méglichkeit ihres Entstehens aus etwa ge- 
bildeten Aldopentosen nach dem Schema der von Lobry de Bruyn ent- 

! Siehe auch Meyer-Jacobson, Lehrb. d. organ. Chemie, 2. Aufl., I, 2, 
S. 950, 955. 

* Ber. 39, 45, 1906. 

3 Ber. 37, 2101, 1917. 
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deckten Umlagerungen von Zuckern in alkalischem Medium besteht 
zwar, doch reichen die experimentellen Daten noch nicht aus, um diese 
Frage zu kliren. 
H H 

CH,OH—C O—CH,OH + CHO—CH,OH —» CH,OH—C—C C—CH,OH 

XV. O OH OH 

CHO—CHOH—CH,OH + CHO—CH,OH 
— CHO—CHOH—CHOH—CHOH—CH,OH 
XVI. 


Die zweite Méglichkeit der Pentosenbildung (XVI) aus Glykol- und 
Glycerinaldehyd, die zu den Aldopentosen fiihrt, ist weniger wahrschein- 
lich, da voraussichtlich die Kondensation von Glycerinaldehyd mit 
Glykolaldehyd langsamer verlaufen mu wie die des Dioxyacetons 
mit Glykolaldehyd. Denn im ersten Falle tritt die Carbonylgruppe 
des Glycerinaldehyds und im zweiten Falle die des Glykolaldehyds, 
die bestimmt reaktiver ist, in Reaktion. Eine Bestatigung dieser 
Annahme kann man darin erblicken, daB bis jetzt mit Sicherheit noch 
keine Aldopentose gefunden wurde, was sich aus der viel gréBeren 
Reaktionsgeschwindigkeit der Ketopentosenbildung, die den Glykol- 
aldehyd einfach abfaingt, erklirt. Wenn aber Aldopentosen in den 
Kondensaten des Formaldehyds vorhanden sind, so sind sie sicher in 
geringer Menge anwesend. Die Méglichkeit, daB bei der Pentosen- 
bildung aus Glycerinaldehyd und Glykolaldehyd die Carbonylgruppe 
des Glykolaldehyds in Reaktion tritt, muB fallengelassen werden, da 
sie zu Pentosen mit verzweigter Kette fiihren wiirde.  SchlieBlich 
tritt eine Verarmung an Glykolaldehyd ein, da dieser Aldehyd_ sich 
auch mit sich selbst zu Tetrosen kondensieren kann. 


Von den als Endprodukten der Kondensation auftretenden Hexosen 
sind experimentell nur Ketosen, namlich d, l-Fructose (XT) und d, l-Sor- 
bose (XII), festgestellt. Hexosen kénnten sich einerseits aus Glykol- 
aldehyd und Tetrosen, andererseits aus zwei Molekiilen Triosen (Dioxy- 
aceton und Glycerinaldehyd) bilden. DaB die erste Méglichkeit durchaus 
diskutabel ist, zeigen die Untersuchungen von Fenton und Jackson}, die 
aus den Kondensationsprodukten des Glykolaldehyds x- und #-Akrosazon 
isolierten. Die diesem x- und £-Akrosazon zugrunde liegenden Zucker 
sind mit Bestimmtheit noch nicht erkannt. Die Kondensation von 
Aldotetrosen mit Glykolaldehyd kann aber nach dem Schema der 
Aldolkondensation nur zu den 16 Aldohexosen? (XVII) fiihren. 


1 Soe. 77, 130. 
» 


2 Siehe auch Meyer-Jacobson, Lehrb. d. organ. Chemie, 2. Aufl., I, 2, 
S. 962. 
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Die Nichtauffindung dieser Aldohexosen in den Kondensaten des 
Formaldehyds ist ein Beweis dafiir, daB die Hexosenbildung aus Aldo- 
tetrosen und Glykolaldehyd nur sehr minimal stattfindet, was theoretisch 
verstandlich ist, da sich hier die reaktionstrige Carbonylgruppe der 
Tetrosen mit Glykolaldehyd umsetzen miiBte. Die Geschwindigkeit 
dieser Reaktion wird aber sicherlich weit itiberfliigelt von den Ge- 
schwindigkeiten der sich in dieser Reaktionsphase ebenfalls abspielenden 
Kondensationen von Glykolaldehyd mit sich selbst zu Tetrosen (VII 
und IX) und mit Dioxyaceton zu Ketopentosen (XV). Als einzige wahr- 
scheinliche Méglichkeit der Hexosenbildung bei der Formaldehyd- 
kondensation bleibt daher die Kondensation von zwei Molekiilen 
Triose. 

Nach den Untersuchungen von Fischer, Piloty und Schmitz? entsteht 
ein Gemenge von d, 1-Fructose und d, ]-Sorbose, gleichgiltig, ob man 
von reinem Glycerinaldehyd, reinem Dioxyaceton oder einem Gemenge 
von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd (Glycerose) ausgeht. 

CHO—CH,OH + CHO—CHOH—C HOH—CH,OH 
— CHO—CHOH—CHOH—C HOH—CH OH—CH.OH 


XVII. 
CHOH—CO—CH,OH + CH,OH—CO—CH,OH 
CH,OH 
— HOC—CHOH—Co- CH,OH 
(H,oH 
xvi. (4 Moglichkeiten) 
CHO—CHOH—CH,0OH + CH,OH—CHOH—CH,0H 


CHO 
| 
— Ho—C—CHOH—CHOH—CH,0OH 


(HOH 
XIX. (8 Moglichkeiten)} 
Unter Zugrundelegung des Schemas der Aldolkondensation kann 
nur die Kondensation von Dioxyaceton mit Glycerinaldehyd zu den 
experimentell gefundenen Zuckern fiihren. Die Kondensation von 
zwei Molekiilen Dioxyaceton kénnte nicht zu Zuckern mit gerader Kohlen- 
stoffkette fiihren (XVIII). Auch die Kondensation von zwei Molekilen 
Glycerinaldehyd wiirde nur zu Zuckern mit verzweigter Kohlenstoff- 
kette (XIX) fiihren kénnen, da nur «-stiindige Wasserstoffatome der Um- 
setzung mit einer Carbonyigruppe befaihigt sind. Im Einklang mit 


1 1. 
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dem experimentellen Befund steht lediglich die Hexosenbildung aus 
Dioxyaceton und Glycerinaldehyd, der nach MaBgabe seines Ver- 
schwindens aus Dioxyaceton wieder nachgebildet wird. Bei dieser 
Kondensation ist die Méglichkeit der Bildung von acht Ketohexosen! 
gegeben, von denen man vier, nimlich d, 1-Fructose und d, l-Sorbose 
gefunden hat. 

Zum SchluB bringen wir noch ein Schema des méglichen Konden- 
sationsverlaufes, bei dem die weniger wahrscheinlichen Reaktionsbahnen 
gestrichelt angedeutet sind. 


Formaldehyd 


2 Mol 


Glykolaldehyd 


2 Mol d, 1-Glycerinaldehyd 
y ‘ 
Aldotetrosen- Aldopentosen 


Dioxyaceton 
Aldohexosen Ketopentosen Ketohexosen 


Experimenteller Teil. 


Darstellung eines hochaktiven Nickelkatalysators unter Anlehnung an 
E. P. 255884. 


750 g feinkérniges Silikagel werden mit einer Lésung von 250 g Nickel- 
nitrat in 1'/, Liter 15 °,iger Ammoniaklésung versetzt. Unter fortwaihrendem 
Durchblasen von Luft wird 6 bis 7 Stunden auf dem Wasserbad auf un- 
gefahr 70° C erhitzt. Nach dieser Zeit ist die Ausfaillung des Nickelhydroxyds 
zu Ende. Nun wird von der tiberstehenden Lésung abgegossen und fiinf- 
bis sechsmal mit je 1 Liter destilliertem Wasser dekantiert. Das Silikagel, 
mit dem darauf niedergeschlagenen Nickelhydroxyd, wird sodann an der 
Luft getrocknet und staubfein gemahlen. Das gemahlene Gut wird in 
einem Ofen (Rohr) durch Uberleiten von gereinigtem Wasserstoff reduziert. 

Die Temperatur la8t man im Verlauf von 3 Stunden langsam auf 450° 
steigen und halt bei dieser Temperatur 4 Stunden. Der so gewonnene 
Katalysator zeigt ein hohes MaB an Aktivitaét und la6t sich in Glasst6épsel- 
flaschen aufbewahren, ohne viel an seiner Wirksamkeit einzubiiben. 


Die Darstellung von Glykolaldehyd. 


Aut die Darstellung des kristallisierten Glykolaldehyds wurde ver- 
zichtet, da sie mit sehr groBen Materialverlusten verbunden ist. Es wurden 


1 Siehe auch Meyer-Jacobson, Lehrb. d. organ. Chemie, 2. Aufl., I, 2 
S. 977. 
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nach dem Vorschlag von Maschmann! wisserige Lésungen von Glykol- 
aldehyd verwendet, deren Gehalt bekannt war, da man sie durch Zer- 
setzung einer bekannten Menge Dioxymaleinsa&ure hergestellt hatte. 


HOC—COOH HOCH C Hy OH 
+2C0, 


_ > | —> | 
HOC—COOH HOCH CHO 


Die Dioxymaleinsiure wurde nach dem von C. Neuberg und E. Schwenk * 
verbesserten Fentonschen® Verfahren hergestellt, indem man Weinsaure 
mittels Wasserstoffsuperoxyd oxydierte. 


Hydrierungsversuche. 


Da zur Untersuchung der Formaldehydkondensationsprodukte die 
Methode der H ydrierung verwendet werden sollte, so muBten die als Primar- 
produkte in Frage kommenden Stoffe auf ihre Hydrierbarkeit untersucht 


werden. 
a) Hydrierung von Glykolaldehyd bet 80° und Atmosphdrendruck. 


19g Glykolaldehyd aus 5g Dioxymaleinsiure wurden in 100 cem 
Wasser gelést und in der Schiittelente mit 20g Nickelkatalysator bei 
einer Temperatur von 80°C und einem Druck von | Atm. hydriert. 


Tabelle I zeigt den Verlauf der Hydrierung. 


Tabelle I. 





Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoff Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoff 


Min. ecm Min. cem 


10 120 60 455 
20 280 70 465 
30 360 80 475 
40 410 100 485 
50 440 





Da theoretisch 760ccm Wasserstoff hatten aufgenommen werden 
miissen, ist nur ein Teil des Glykolaldehyds hydriert worden. 


Das Hydrierungsprodukt scheidet erst nach einigen Minuten aus 
Fehlingscher Lésung in der Kalte Kupfer-1-Oxyd aus, in der Hitze jedoch 
zeigt es starkes Reduktionsvermégen. Dieser Befund ist wohl dahin zu 
deuten, daBb ein Teil des Glykolaldehyds zu Tetrosen kondensiert wurde, 
die sich der Hydrierung unter diesen Bedingungen entziehen. (Tetrosen 
reduzieren bekanntlich in der Kalte Fehlingsche Lésung nur langsam.) 
Immerhin zeigen die Hydrierungsversuche, daB sich Glykolaldehyd leicht 


hydrieren 1]aBt. 


1 Dissertation Miinchen 1924: ,,Uber die Kondensation des Glykol- 
aldehyds.** 

* Diese Zeitschr. 71, 113, 1915. 

3 Soc. 67, 774, 1895; S87, 817, 1905. 
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b) Hydrierung von Dioxyaceton. 

Die Hydrierungsversuche des Dioxyacetons zeigten, dal sich dasselbe 
schon bei gew6hnlichem Druck und gewoéhnlicher Temperatur, viel leichter 
aber unter Uberdruck bei erhéhter Temperatur hydrieren labt. 

1. Hydrierung von Dioxyaceton bei Zimmertemperatur und 
Atmospharendruck. 
2g Dioxyaceton, gelést in 100 cem Wasser, wurden nach Zusatz von 


10 ¢ Nickelkatalysator bei Zimmertemperatur und Atmosphérendruck in 
einer Schiittelente hydriert. Tabelle I] lat den H ydrierungsverlaut erkennen. 


Tabelle Il. 








Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoff Hydrierzeit Absorbierter Wasserstofl 
Min. ecm Min. ecm 
15 45 270 450 
60 165 345 468 
75 190 405 475 
90 215 465 490 
135 295 





Die Hydrierung war fast quantitativ, denn das hydrierte Produkt 
reduzierte Fehlingsche Lésung sowohl in der Kalte als auch beim Erwarmen 
nur mehr ganz schwach!. 

2. Hydrierung von Dioxyaceton bei 90°C und Atmospharendruck. 

Wie zu erwarten war, ging bei héherer Temperatur (90° C) die Hydrie- 


rung wesentlich schneller (‘Tabelle ITT). 


Tabelle III. 








Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoff Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoff 

Min. cem Min. eem 

10 50 90 435 

20 115 120 470 

30 200 140 480 

40 260 150 485 

50 320 160 490 

70 395 220 510 


Das hydrierte Produkt reduzierte Fehlingsche Lésung in der Kiilte 
und bei héherer Temperatur nicht 
der Verdopplung der Katalysatormenge unter sonst gleichen Bedingungen. 


mehr. 


Tabelle IV zeigt den Eintlub 





Tabelle 1V. 
Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoft Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoft 

Min. ecm Min. ecm 

0 0 40 410 

10 80 50 430 
20 235 60 440 
30 360 120 490 

12g Dioxyaceton absorbieren bei Zimmertemperatur und Atmo- 


spharendruck 530 cem Wasserstoif. 
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3. Die Hydrierung von Dioxyaceton bei héheren Drucken. 


Es wurden wieder jeweils 2 g Dioxyaceton in 100 ccm Wasser gelést 
und im Druckautoklaven, der mit einer elektrischen Heizvorrichtung 
versehen war, unter starkem Schiitteln hydriert. 2g Dioxyaceton wurden 
bei Gegenwart von 10g Katalysator unter einem Wasserstoffdruck von 
110 Atm. 7 Stunden lang bei Zimmertemperatur hydriert. Die Hydrierung 
war quantitativ. Es zeigte sich bei weiteren Versuchen, dafi man mit der 
Hydrierzeit bis auf 2 Stunden heruntergehen kann. Ging man mit der 
Hydrierdauer noch weiter herunter, so blieb die Hydrierung unvollstandig, 
wie Tabelle V zeigt. 

Tabelle V. 





n/10 Thiosulfat- Hydrierung 


Hydrierzeit ee Drack 
emperatur ruc verbrauch 


Min. 


90 18 110 
45 18 110 
30 18 110 
15 18 110 


Wesentlich schneller erfolgt die Hydrierung bei erhéhter Temperatur. 
Bei einer Versuchsdauer von 10 Minuten, einer Temperatur von 130°C 
und einem Druck von 110 Atm. ergab sich unter sonst unverdnderten 
Bedingungen eine 89°,ige Hydrierung. Bei einer Hydrierungsdaucr von 
20 Minuten war die Hydrierung quantitativ. 


c) Die Hydrierung von Methylglyoxal. 


1,3 g Methylglyoxal wurden in 100cem Wasser gelést und bei Gegen- 
wart von 20g Katalysator bei Zimmertemperatur und Atmosphaérendruck 
in der Schiittelente unter zeitlicher Verfolgung der Wasserstoffabsorption 
hydriert (Tabelle V1). 

Tabelle VI. 





Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoff Hydrierzeit Absorbierter Wasserstoft 
Min. ecm Min. ecm 


0 0 155 360 
10 2) 170 364 
20 45 185 370 
30 75 200 375 
40 100 215 380 
50 130 320 400 
60 160 380 410 
70 185 440 420 
80 210 500 428 

110 285 





Es zeigt sich, dab Methylglyoxal unter diesen Bedingungen nur die 
Halfte der Wasserstoffmenge aufnimmt, die zur Hydrierung zu 1, 2-Pro- 
pandiol nétig ist. Wahrend Methylglyoxal Fehlingsche Lésung in der 
Kalte nicht reduziert (wahrscheinlich verandert es sich zu schnell unter 
der Einwirkung des Alkalis der Fehlingschen Lésung), reduziert das 
Reaktionsprodukt schlagartig. Da es keine positive Fuchsin-Schweflig- 
siurereaktion gibt, ist es als Acetol anzusprechen. 
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Analytische Bestimmung von Glykolaldehyd und Dioxyaceton mittels 
Fehlingscher Lésung. 


Fiir die analytische Methodik muBte die Kalt- und Hei®reduktion der 
niederen Zucker, die als Primarprodukte bei der Kondensation des Form- 
aldehyds in Frage kommen, systematisch untersucht werden. 

Da fiir die Kalt- bzw. HeiBreduktion von Dioxyaceton von ver- 
schiedenen Forschern verschiedene Werte erhalten wurden (s. 8. 47), 
muBten wir Bedingungen ausarbeiten, unter denen reproduzierbare Resultate 
erhalten werden konnten. Unter den so gewonnenen Bedingungen wurde 
dann auch Glykolaldehyd bestimmt. 


a) Bestimmung der Kaltreduktion von niederen Zuckern. 

Zu 20 cem der nach Soxhlet hergestellten Fehlingschen Lésung wurden 
50cem der zu untersuchenden Zuckerlésung, die im Liter héchstens 2 g 
enthalten durfte, in einem GuB zugegeben. Handelte es sich um konzen- 
triertere Lésungen, dann muBBte ein kleineres Volumen verwendet werden, 
das aber mit destilliertem Wasser auf 50 ccm aufgefiillt wurde. Nach 
halbstiindigem Stehen bei Zimmmertemperatur wurden zu der Analysenlésung 
25cem 25° ige Schwefelsiure und 10cem 20°, ige Jodkalilésung hinzu- 
gegeben. Das sich ausscheidende Jod, dessen Menge dem noch unver- 
brauchten Kupfer-2-salz aquivalent ist, wurde mit n/10 Natriumthiosulfat- 
lésung zuriicktitriert. 

Enthielt eine Lésung keinen Zucker, dann wurde die den verwendeten 
20cem Fehlingscher Lésung entsprechende Menge Thiosulfat verbraucht. 
Dieser Wert im Blindversuch war je nach dem Titer der verwendeten 
Fehlingschen Lésung 25 bis 27cem. Durch Subtraktion des Thiosulfat- 
wertes der Zuckerversuche von dem Thiosulfatwert des Blindversuches 
erhalt man eine Zahl, die ein MaB fiir das Reduktionsvermégen der an- 
gewandten Zuckerlésung darstellt und die wir im folgenden die Kennzahl 
fir das Reduktionsvermégen benennen wollen. 


b) Bestimmung der HeifBreduktion von Zuckern. 

Die Bestimmung der Hei®Breduktion von Zuckern geschah nach der 
Methode von Bertrand, nur wurde an Stelle der gravimetrischen Bestimmung 
des abgeschiedenen Kupfer-l-oxyds die unverbrauchte Fehlingsche Lésung 
zuriicktitriert. lm iibrigen wurde zwecks Erzielung mit dem Kaltreduktions- 
vermégen vergleichbarer Werte in denselben Konzentrationen wie dort 
gearbeitet. 


Kalt- und HeiBreduktion des Glykolaldehyds. 
Wie Tabelle VII zeigt, sind die Werte fiir Kalt- und Hei®Breduktion sehr 
verschieden. Die groBe Differenz laBt sich vielleicht dadurch erkliren, 


Tabelle VII. 





Anzahl g Kennzahlen Zeitdauer in Minuten 
Glykolaldehyd iiaiiaiaiesnieiliani dante cainaeent Saitieataniabcaiaitan . 

pro Liter Kaltreduktion HeiBreduktion Kalt Heif 
0,38 2,7 3,1 30 3 
0,95 7,6 11,8 15 § 
0,95 7.9 11.8 30 3 
0,95 9,1 11,8 60 3 
1,9 19,6 23,2 30 3 
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daB ein Teil des Glykolaldehyds durch das Alkali der Fehlingschen Lésung 
zu Tetrose (bzw. Hexose) kondensiert wurde, die unter den Bedingungen 
der Kaltreduktionsbestimmung nicht erfaBbt wird. In der Tat nimmt, wie 
Tabelle VILL zeigt, der Kaltreduktionswert mit langerer Einwirkungsdauer 
der Fehlingschen Lésung betrachtlich zu. Erst nach ungefahr 8 Stunden 
hat die Kaltreduktion ihr Ende erreicht. Daf zu diesem Zeitpunkt die 
Kaltreduktion noch nicht den Wert der Hei®Breduktion erreicht hat, kann 
durch geringeres Reduktionsvermégen der entstandenen Kondensations- 
produkte oder auch durch Zersetzung des Glykolaldehyds unter der Alkali- 
einwirkung erklart werden. Die Verhaltnisse sind noch zu uniibersichtlich. 
als daB eine bindende Aussage gemacht werden kénnte. 


Tabelle Vill. 





Anzahl g Kennzahlen Zeitdauer in Minuten 
Glykolaldehyd itis iatasiaceaiaalieaiana abs aareaniatainssgatiiiiabianaieane 
pro Liter Kaltreduktion Heifireduktion Kalt Heil 


0,95 7,6 11,8 15 
0,95 7.9 11,8 30 
0,95 9,1 11,5 60 
0,95 9,3 11,8 120 
0,95 9,6 11,8 240 
0,95 9,8 11,8 480 
0,95 9,8 11,8 540 


Kalt- und HeiBreduktion von Dioxyaceton. 


Wie Tabelle IX zeigt, hat schon nach ungefahr '/, Stunde der Wert 
der Kaltreduktion des Dioxyacetons den der HeiBreduktion erreicht. 


Tabelle IX. 





Gehalt an Kennzahlen Zeitdauer in Minuten 
Dioxyaceton ee ELLIS 
pro Liter Kaltreduktion Heibreduktion 


Kalt ma Heif 


8.80 10 
90 

9.45 30 

; 40 

30 

39 

30 

30 

30 

30 


Tabelle X bringt eine Ubersicht iiber die von den verschiedenen Autoren 
erhaltenen Resultate. Statt der Kennzahl wurden die erhaltenen Kupfer- 
zahlen angegeben, die ebenfalls ein MaB der Reduktionskraft sind. Die 
von uns erhaltenen Werte sind zum Vergleich ebenfalls auf Kupferwerte 
umgerechnet. 
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Tabelle X. 





Entsprechende | Pntsprechende 


» schende ahl mg 

ieesindien Entsprechende ape _ nde Anzahl mg = excbs e 
7 Anzahl mg Cu Anzahl mg Cu nach i 
Cu nach Orthner-Gerisch 


ae y di t 
nach Bertrand Virtanen (Kaltreduk- 


Bernhauer-Schon - und Sarlund 
mg , tionszahlen) 
5 1,9 y Ae 

10 13,0 13,05 7,9 7.6 
15 i 14,0 

20 26,1 oo 21,3 
25 34.3 28,7 28.9 
30 40.5 35.6 

40 55.7 49.5 

50 69.8 70.8 64,7 60,0 
60 

79 99,7 96,8 

75 101.0 
100 140.9 133 


Die Tabelle X zeigt, daB die einzelnen Werte stark voneinander ab- 
weichen. Das mag einesteils den Unterschieden in den verwendeten Be- 
stimmungsmethoden zugeschrieben werden, anderenteils aber auch mit 
der Reinheit des verwendeten Dioxyacetons zusammenhingen*. So hatte 
Piloty®, der zum ersten Male Dioxyaceton dargestellt hat, die Reduktions- 
kraft des Dioxyacetons von der GréBenordnung derjenigen des Trauben- 
zuckers gefunden, trotzdem der Wert ungefahr doppelt so grob ist. Vertanen 
und Barlund hatten ein durch Hochvakuumdestillation gereinigtes Praparat, 
so dafs die beiden Autoren wohl die zuverlassigsten Werte angeben. Das 
von uns zu Analysen verwendete Dioxyaceton war das Oxantinpraparat 
der I. G. Farbenindustrie Héchst a. M. Nach vier- bis fiinfmaligem Aus- 
waschen mit absolutem Alkohol und mehrmaligem Nachwaschen mit 
Ather war das Praparat vollkommen farb- und geruchlos. Die von uns 
erhaltenen Resultate schlieBen sich denen von Virtanen und Badrlund 
am nichsten an. 


Die Verinderung von niederen Zuckern im alkalischen Milieu. 


Um das Verhalten der einzelnen Zuckerarten gegeniiber der Wirkung 
des Kondensationsmittels zu priifen, wurden Glykolaldehyd und Dioxy- 
aceton mit Bleihydroxyd in wasseriger Lésung behandelt. Hierbei wurde 
die Abnahme der Kaltreduktion in Abhangigkeit von der Kondensations- 
dauer verfolgt. Auberdem wurde das Verhalten von Dioxyaceton gegentiber 
verschiedenen Konzentrationen von Natronlauge studiert. In Reihen- 
kondensationsversuchen wurde die Minimumkonzentration  festgestellt, 
bei der noch die Kondensation mit hinreichender Schnelligkeit vor sich 
geht, ohne daB bemerkenswerte Umlagerungen in Methylglyoxal und Milch- 
saiure erfolgen. 


' Bull. soe. chim. (3) 35, 1235, 1906. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 107, 1928. 
3 Diese Zeitschr. 169, 169, 1926. 
Lerene u. Walli, J. of biol. Chem. 78, 23, 1928. 
> Ber. 30, 1656. 1897. 
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a) Kondensation von Glykolaldehyd mit Bleihydroxyd. 


12,5 g Glykolaldehyd, erhalten durch die Zersetzung von 33 g Dioxy- 
maleinséiure in 500ccm heiBem Wasser, wurden in Gegenwart von 3g 
fein verteiltem Bleihydroxyd am RiickfluBkiihler gekocht. Die Abnahme 
der Kalt- und Hei®Sreduktion wurde verfolgt, indem nach gewissen Zeit- 
intervallen je 5cem des Kondensats fiir Kalt- und HeiBreduktionsbestim- 
mungen entnommen wurden. 

Tabelle XI zeigt die erhaltenen Resultate. 


Tabelle XJ. 














Kondensationszeit Kennzahlen Kondensationszeit _ Kenasabien 
Min. Heib Kalt Min. Heib Kalt 
8 18,2 13,0 45 17,8 11,4 
15 18,15 12,7 55 17,65 10.9 
25 18.1 | 12,2 100 16,6 9.1 
35 18,0 11,8 


Aus diesen Versuchen mu geschlossen werden, daB8 Bleihydroxyd aut 
Glykolaldehyd relativ schwach kondensierend einwirkt. Dem widerspricht 
aber, da8 wir in den Kondensationsprodukten des Formaldehyds relativ 
groBe Mengen an Tetrosen gefunden haben. 

Der Widerspruch wiirde sich beheben lassen, wenn man die Annahme 
macht, da8 bei der Formaldehydkondensation ein Katalysator im Verlauf 
der Kondensation gebildet wird, der auch die Kondensation von Glykol- 
aldehyd katalytisch beschleunigt. Eine bindende Aussage kann aber nicht 
gemacht werden, da experimentelle Daten fehlen. 


b) Die Kondensation von Dioryaceton mit Bleihydroxyd. 


20 g Dioxyaceton wurden in | Liter Wasser gelést und mit 3g Blei- 
hydroxyd am RiickfluBkiihler gekocht. Die Resultate, welche die ent- 
nommenen Proben (siehe bei Glykolaldehyd) liefern, sind in der Tabelle XII 
zusammengestellt. Dioxyaceton wird also von Bleihydroxyd relativ rasch 
kondensiert. 


Tabelle XII. 





Kennzahlen 








Kondensationszeit: _ Kesnsshicn ___]| Kondensationszeit 
Min. Hei6 | Kalt Min. HeiB | Kalt 
0 22.2 | 29,95 40 18,65 8,7 
10 29.65 | 20,3 50 18.5 8.0 
20 19.4 | 13,7 70 18,2 6.9 
30 18.85 | 93 100 18,1 5,9 
35 18,7 | 89 


c) Verhalten von Dioxyaceton gegen Natronlauge. 


Wahrend Formaldehyd durch Natronlauge vorwiegend in Methyl- 
alkohol und Ameisensaure disproportioniert wird, werden Glykoladehyd 
und Dioxyaceton bei Zimmertemperatur und nicht allzu groBer Alkalitat 
in der Hauptsache kondensiert. 
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Die Versuche wurden mit je 0,1 g Dioxyaceton und einer genau dosierten 
Menge Natronlauge ausgefiihrt. Jede der Proben wurde 75 Minuten aut 
50°C erhitzt und dann innerhalb |), Stunde bis auf Zimmertemperatur 
abgektihIt. Tabelle XIII zeigt die gefundenen Resultate. 
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Tabelle N11. 
Probe Nr. 1 2 3 4 ) t 7 
g Natronlauge . 0,1 0.05 0,025 0.0125 0.00625) 0.0031 0 
g Dioxyaceton . 0.1 0.1 0.1 0,1 0,1 0,1 0.1 
Kennzahl kalt . 1,6 1.95 3.4 9,1 17.05 19.7 20,2 
Kennzahl heii . 16.4 17,25 18 18,7 19.6 19.5 20.65 
Parbe .... wein- wein- schwach ganz farblos farblos  farblos 
gelb gelb gelb schwach 
gelb 
Geruch . . . .  schwach etwas etwas geruch- geruch- geruch- geruch 
siuer-  sduer-  sauer- los los los los 
lich lich lich 





Die Tabelle XIII zeigt deutlich. daB unterhalb einer gewissen Alkali- 
konzentration keine oder nur geringe Kondensation eintritt. 


Die Kondensation von Formaldehyd mit Bleihydroxyd. 


Das Studium der Einwirkung eines alkalischen Milieus auf Glykol- 
aldehyd! und Dioxyaceton zeigte. daB diese Zucker weiter  veriandert 
werden. Diese Produkte konnte man also nur dann bei der Kondensation von 
Formaldehyd mit Alkali in gréBerer Menge fassen, wenn es gelang, diese Kon- 
densation hinreichend schnell zu bewerkstelligen und zu unterbrechen. 
wenn der gr6éBte Teil des Formaldehyds verschwunden war, aber noch 
wenig Sekundarprodukte sich gebildet hatten. In Bleihydroxyd wurde 

' Glykolaldehyd kondensiert allerdings viel schwacher als Dioxyaceton 
mit Bleihydroxyd als Kondensationsmittel (s. S. 46). 
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ein geeignetes Kondensationsmittel gefunden. Zur Festlegung des Zeit 
punktes, in dem die Kondensation abgebrochen werden mubte, wurde die 
Kondensation des Formaldehyds durch Bestimmung der Kalt- und Heib- 
reduktion in Proben zeitlich verfolgt. 1 Liter einer 4°,igen Formaldehyd- 
lésung, die 5g Bleihydroxyd enthalt, wird am RiickfluBkiihler gekocht. 
Innerhalb gewisser Zeitabschnitte werden je 5ccem des Kondensats fii 
Kalt- und HeiBreduktion entnommen. Die erhaltenen Werte zeigt Ta 
belle XIV. 
Tabelle XIV. 





Kondensationszeit Kennzahlen Kondensationszeit Kennzahlen 

Min. Heif Kalt Min. Heil Kalt 
15 1,1 0.5 65 42.9 24,9 
30 10,2 3,1 70 43.0 24,2 
49 22.8 7,1 S80 42.9 14.9 
45 29.9 11,5 90 3BY.S 12.8 
D0 BLS 18.8 100 39.9 9.0 
5d 42.4 24.4 





Abb. 2, die den zeitlichen Verlauf der Kaltreduktion demonstriert, 
zeigt deutlich das Auftreten eines ausgesprochenen Maximums. In diesem 
Zeitpunkt betrigt auch der Gehalt an Primarprodukten ein Maximum, hier 
mu die Kondensation fiir die priparative Aufarbeitung abgebrochen werden. 

Weitere Versuche zeigten, daB das Maximum der Kaltreduktion schon 
friiher eintrat, wenn zur Kondensation kleinere Fliissigkeitsmengen ver 
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wendet wurden, ein Umstand, der seinen Grund in der rascheren’ Er 
wirmungsmoglichkeit des kleinen Fliissigkeitsvolumens hat. Es _ gelingt 
so, die Kondensationsdauer auf 25 Minuten herabzudriicken. Man kann 
in Abb. 2 auch deutlich eine Induktionsperiode erkennen, bei der sich wohl 
das Bleithydroxyd mit dem Formaldehyd zu einer katalytisch wirkenden 
Substanz verbindet.  Erst dann, wenn der Katalysator in geniigendet 
Menge vorhanden ist, tritt die Kondensation ein, deren Geschwindigkeit 
in der fiir autokatalytische Vorgénge charakteristischen Art rasch ansteigt. 














die 
ei - 


iyvd- 
cht. 

fii 
Ta- 


= a ihe SS 


ert, 
em 
er 
len. 


1On 


yurt 
nn 
hl 
en 
ler 
it 











Primarstufen der Kondensation von Formaldehyd. 51 


Das Auftreten von Katalysatoren wurde schon von Loew! und von 
E. Loewe? diskutiert. 


Die Hydrierung von Formaldehydkondensaten. 


750 com eines wie oben hergestellten  entbleiten Formaldehyd 
kondensats wurden bei Gegenwart von 50g Nickelkatalysator bei 130° 
und 120 Atm. hydriert. War der Aktivitaétsgrad des Katalysators, der 
durch Zimtsdéiurehydrierungen dauernd kontrolliert wurde, nicht ganz ent- 
sprechend, dann wurde zum Ausgleich etwas mehr Katalysator verwendet. 
Da die Hydrierungsgeschwindigkeit bei heterogenen Katalysen stark von 
der Rithr- oder Schiittelgeschwindigkeit abhangt, wurde fiir die H ydrierungen 
der Formaldehydkondensate ein Hochdruckriihrautoklay mit besonders 
intensiver Innenrthrung benutzt*®. Das meist etwas gelb gefarbte hydrierte 
Kondensat wurde mit Tierkohle gekocht und nach Filtration im Vakuum 
bei 15mm und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Aus 950 ccm 
Kondensat wurden 28g im Vakuum getrockneter Sirup erhalten. 5 cem 
des Kondensats hatten vor der Hydrierung eine Kaltreduktionskennzah! 
von 20,8 und eine HeiBreduktionskennzahl von 39,95. Nach der Hydrierung 
war die Kaltreduktion ganz und die HeiBbreduktion bis auf Spuren ver- 
schwunden. Zwecks Zerlegung in die einzelnen Bestandteile wurde der 
Sirup im Vakuum fraktioniert destilliert. 

Bis 100° C gingen 4,5 g, zwischen 100 und 175° gingen 8,05 g, zwischen 
175 und 240° gingen 10,8 g iiber. Der im Destillationskolben verbleibende 
sehr geringe Rest war teilweise verkohlt und lieB sich nicht weiter unter- 
suchen. 

Das bis 100° Ubergegangene erwies sich nach nochmaliger Destillation 
als Glykol. Das daraus durch Benzoylierung nach Schotten- Baumann 
erhaltene Dibenzoylglykol hatte einen Schmelzpunkt von 72°C, der mit 
dem in der Literatur angegebenen tibereinstimmt. 

Die zwischen 100 und 175° C iibergegangene Fraktion lieB sich in eine 
Fraktion zerlegen, die zwischen 170 und 190° C iiberging (6,05 g@) und einen 
Rest, der mit der Fraktion, die zwischen 175 und 240°C iiberging, ver 
einigt wurde. 

Der erste Anteil der zwischen 100 und 175° C iibergegangenen Fraktion 
erwies sich durch die EFigenschaften seines Benzoylproduktes als Glycerin. 
Schmelzpunkt (76,5° C), Mischschmelzpunkt und Analyse stimmen auf das 
Tribenzoyl produkt. 

Tribenzoylglycerin: 4,902 mg Substanz, 12,80 mg CO,, 2,19mg H,O. 

Gef.: 73,231 % C, 6%. Bi; 
ber.: 71.20% C, 496% H. 

Zwecks Identifizierung des zuletzt iibergegangenen leicht gelb gefarbten 
Anteiles wurden 4 g desselben mit 8 g Benzaldehyd und 5 cem konzentrierter 
Salzsiure versetzt, um eine eventuelle Benzalverbindung zu_ erhalten. 
Nach 5 Minuten fiel aus der gekiithlten L6ésung ein kristallisiertes, weibes 
Produkt aus (5,2 g), das mit Wasser, Alkohol und dann mit Ather gewaschen 


1 Ber. 22, 470, 1889. 

2 a.a. O. 

3 Hergestellt von Herrn F. Kirchenbauer, ehemaliger technische: 
Sekretar am physikalisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule. 
Karlsruhe. Naheres s. D. R.-P. Nr. 317501. 
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wurde. Nach mehrmaligem Umkristallisieren war der Schmelzpunkt 219° C. 
Analyse und Schmelzpunkt stimmen auf Dibenzal-d, l|-Erythrit. 
Der Schmelzpunkt von Dibenzal-i-Erythrit ist 202°C. Auch sind die 
Loslichkeiten dieses zum Vergleich aus i-Erythrit hergestellten Produktes 
ganz anders. 
Dibenzalerythrit : 4,603 mg Substanz, 12.0 mg CO,, 2.47 mg H,O. 
Gef.: 72,68°, C. 6,14°, H; 
ber.: 72,5 °, C, 6,04°, H. 

4,495 mg Substanz, 11,96 mg CO,. 2,50mg H,O. 
Gef.: 72,57% C, 6,22% H. 

Aus den Mutterlaugen des Produktes konnte kein Isomeres isoliert 
werden. Es gelang aber, mit Hilfe der Benzoylierung nach der Pyridin- 
methode, die Anwesenheit von i-Erythrit in der zuletzt tibergegangenen 
Fraktion nachzuweisen. 

2 g des Sirups wurden in 15 g Pyridin gel6st und unter Kithlung langsam 
mit 8g Benzoylchlorid versetzt. Die fest gewordene Masse wurde | Tag 
lang bei 40°C im Brutschrank sich selbst iiberlassen und dann in Ather 
aufgenommen. Nach mehrmaligem Waschen mit Schwefelséure. fiinf 
maligem Auswaschen mit 2n Natronlauge und dreimaligem Auswaschen 
mit destilliertem Wasser wurde die Atherl6sung getrocknet und dann 
langsam abgedunstet. Das hierbei ausfallende Kristallpulver wurde ab- 
filtriert und mehrmals aus Eisessig umkristallisiert. Schmelzpunkt 190° C. 
Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Analyse stimmten auf Tetra 
benzoyl-i-Erythrit. 

Tetrabenzoylerythrit : 4,622 mg Substanz, 12,13 mg CQO, 1.96 mg H,O. 

Gef.: 71,57°, C, 4.75°, H; 
ber.: 71,37°, C, 4,85°%, H. 

Nach der vollstandigen Abdunstung des Athers hinterblieb eine harzige 
Masse, die auch nach langerem Stehen nicht kristallisierte. Es ist an- 
zunehmen, dab dieser Riickstand die Benzoylverbindung des d. l-Erythrits, 
deren Beschreibung in der Literatur fehlt, enthalt. 

Die Verseifung dieses Riickstandes mit alkoholischer Kalilauge am 
RiickfluBkihler fiihrte naémlich zu einem Produkt, aus dem durch Benz- 
aldehydumsatz die Benzalverbindung des d,1-Erythrits isoliert werden 
konnte. 

Es besteht also die héchstsiedende Fraktion aus einem Gemenge von 
wenig i-Erythrit und viel d, l-Erythrit. 


Anmerkung. Auch die durch alkalische Kondensation von Glykol 
aldehyd (I. c.) entstehende Tetrose ist ein ahnliches Gemisch, wie der Umsatz 
mit Benzoylchlorid zeigt. Es entsteht hier nur wenig Tetrabenzoylverbindung 
des i-Erythrits, wahrend die Hauptmenge 6lig bleibt, was, wie oben gesagt. 
fiir die Tetrabenzoylverbindung des d,.1-Erythrits charakteristisch ist. 
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Uber die Wirkung von Heparin auf Serumalbumin. 


Von 
Adolf Schmitz und Albert Fiseher. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 15, Dezember 1952.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Der entscheidende EinfluB, den die Anwesenheit von Heparin 
auf das Wachstum von Gewebezellen ausiibt (1), gab die Veranlassung, 
nach Veranderungen chemischer Natur zu suchen, die durch Heparin 
hervorgerufen werden. Kekannt, aber zunachst ebenso undurchsichtig 
wie der Vorgang der Wachstumshemmung durch Heparin ist die Beein- 
flussung der Gerinnungsgeschwindigkeit durch Heparin. Es galt, 
nach Reaktionen von weniger komplizierter Art zu suchen, die Heparin 
einzugehen vermag. 

Schon die ersten Versuche hieriiber (2) zeigten als hervorstechendste 
Figenschaft des Heparins seine Wirkung aut Proteine. Sie lieben die Ver- 
mutung zu, dab Heparin imstande ist, Serumalbumin in Globulin umzu- 
wandeln, wenn man, wie zuletzt E.J. Cohn (3) schreibt: ..Albumine als 
die in Wasser léslichen Proteine klassifiziert, wahrend Globuline im. iso- 
elektrischen Punkt nur bei Gegenwart von Neutralsalzen l6éslich sind”. 
DaB ein als .,Euglobulin* durch Dialyse fallbares Heparin-Albumin die 
Aminosaurenzusammensetzung des Albumins und nicht die eines durch 
Halbsattigung mit Ammonsulfat fallbaren Globulins hat, ist natiirlich 
von vornherein klar. Es fragt sich aber, wieweit der innere Aufbau gegeniiber 
der scheinbar zum Teil vom inneren Aufbau unabhangigen .,AuBbenwirkung”, 
worunter wir die BeeintluBbarkeit des Zustandes des gelésten Proteins durch 
die Zusammensetzung der Lésungsfliissigkeit (Wasserstoffionenkonzentra- 
tion, Elektrolyte) verstanden haben wollen, fiir die biologische Funktion 
maBgeblich ist. 

Unsere folgenden Untersuchungen haben einerseits die Frage 
zum Gegenstand, in welchem MaBe die Anderung des Albumins unter 
Bindung des Heparins charakteristischen Eingriffen in den Zustand 
des gelésten Proteins, wie er z. B. durch die Aussalzung geschieht, 
standhalt, andererseits haben wir die experimentellen Tatsachen tber 


die meBbare Veranderung des Albumins vertieft. 





no oe RR NY Sees 








Sh ote 








54 A. Schmitz u. A. Fischer: 


1. Heparin und die Ammonsulfataussalzung des Serumalbumins. 


Bei Einhaltung bestimmter Bedingungen gelten die Ammon- 
sulfatfallungsgrenzen eines Proteins als charakteristisch fiir die Art 
des Proteins. Anderung der Wasserstoffionenkonzentration und 
Anderung der Proteinkonzentration vermégen sie mehr oder weniger 
weit zu verschieben. Halt man aber die Wasserstoffionenkonzentration 
bei vergleichenden Untersuchungen konstant und fiihrt die Fallung in 
so stark verdiinnten Lésungen durch, daB eine Systembildung der 
Proteinkomponenten, wie sie Sdérensen (4) annimmt, praktisch nicht 
statthaben kann, dann ist, wie Cohn (3) zeigt, die Fallbarkeit eines 
Proteins durch Aussalzung gegeben durch die MolekulargréBe und die 
elektrische Ladung des Proteins. Die Fallbarkeit nimmt mit der GréBe 
des Proteins zu, waihrend sie mit der Zunahme der durch die Zahl und 
Anordnung der Dipole bedingten elektrischen Ladung abnimmt. Danach 
sind also die Ammonsulfatfaillungsgrenzen eines Proteins unter Ein- 
haltung der oben genannten Voraussetzungen konstitutionell gegeben 
und nur durch in Hauptvalenzbindungen eingreifende Reaktionen 
veranderbar. 

Es erhob sich die Frage, ob die Anderung, die Albumin durch 
Heparin erfihrt, so tiefgreifend ist, daB die “mmonsulfatfallungs- 
grenzen fiir Albumin verschoben werden. Die Priifung dieser Frage, 
iiber deren Ergebnis wir schon frither kurz berichteten (5), fiihrten 
wir mit Hilfe der von A. Schmitz und F'. Wulkow (6) ausgearbeiteten 
Methode zur Bestimmung der Ammonsulfatfallungskurve von Protein- 
losungen durch. 

Zunichst priiften wir den EinfluB von Heparin auf die Fallungs- 
kurve von Pferdeserum. 

Wir benutzten zu unseren Untersuchungen ein aus dem Heparin der 
Firma Schering-Kahlbaum dargestelltes angereichertes Priparat. l com 
Serum wurde mit der in Tabelle I angegebenen Menge 0,1 °,iger Heparin- 
lésung versetzt und dann mit Ringerlésung auf 10cem verdiinnt. Von 


Tabelle I. 





Relative Triibung bei 





Heparin gies 40 9), 50 9/0 60 Oo - 

ecm Ammonsulfatsittigung 

0 19,5 83 116 120 140 
0,1 19,5 76 114 109 149 
0,2 18 78 111 128 161 
0,i 19 77 104 113 144 
0,5 24 84 116 112 149 
0,75 21 84 116 133 153 
1,0 22 79 112 119 140 
2,0 25 83 120 131 153 
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dieser verdinnten Lésung brachten wir 0,1 cem in 10 cem Ammonsulfat- 
lésung von der in der Tabelle | angegebenen Konzentration zur Triibung. 
Die Ablesung erfolgte bei allen Untersuchungen mit dem Stufenphotometer 
von Zeiss. Das Ergebnis geht eindeutig dahin, da eine Verdanderung det 
Faillung selbst mit groBen Heparinmengen nicht eingetreten ist. 

Es bestand aber die Méglichkeit, da der Einflu8 des Heparins 
durch die Verdiinnung des Serums aufgehoben wurde, falls etwa Heparin 
eine Vergr6éBerung des Albuminmolekiils hervorrufen sollte, die durch 
die Verdiinnung reversibel ist. Wir fallten deshalb heparinhaltiges 
Serum unverdiinnt durch Halbsittigung mit “mmonsulfat und_ be- 
stimmten im Filtrat die Albumintriibung. 

Je 3cem Serum wurden mit der in Tabelle JI angegebenen Menge 
von 0,1°iger Heparinlésung versetzt und mit dem gleichen Volumen ge 
sittigter Ammonsulfatlésung  gefallt. Zur Tritbungsmessung wurden 
0,1 cem Filtrat in 10 ecem der angegebenen Ammonsulfatlésung eingetragen. 
Kine Veranderung der Fallung durch Heparin lieB sich nicht beobachten. 


Tabelle Il. 





Relative Triibung bei 


Heparin 60 9), 70 9), 75 fo RO 0 90 0 
com Ammonsulfatsattigung 
0 18 32 §2 151 135 
O41 19 52 82 151 123 
02 18 40 83 151 137 
05 19 36 82 151 153 
1,0 16 47 83 161 149 
5.0 12 33 Sb 153 124 


Weitere Untersuchungen fiihrten wir mit Lésungen von kristalli- 
siertem Serumalbumin aus, das in der bekannten Weise dargestellt war. 
In Tabelle IIL sind die Ergebnisse, die unter Zusatz verschiedener 


Heparinkonzentrationen erhalten wurden, wiedergegeben. Je leem 


Tabelle 111. 





Relative Triibung bei 


Heparin 50%), 60% 5 70%» 80°, 100 ° 
ecm Ammonsulfatsittigung 

0 18 18 49 146 85 
0.03 16 25 43 135 45 
0,06 14 20 48 142 92 
0,1 14 21 28 111 80 
0,15 — -- 47 119 85 
0,2 50 112 SU) 
0,5 : 70 111 70 
1,0 — 60 131 70 


0,5 (1%) — 45 140 9 
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Albuminl6sung wurden mit den angegebenen Kubikzentimetern 0.1 ° ,iger 
Hepariniésung versetzt (beim letzten Versuch 1°,ige Lésung) und aut 
4ccem aufgefiillt. Zur Messung kam wieder je 0.1 cem. 

Die nur minimale Schwankung im Gipfelpunkt der Triibungs- 
kurve bei 80°, Ammonsulfatsittigung JaBt keinen SchluB auf eine 
Veranderung des Albumins zu. 

SchlieBlich untersuchten wir eine Albuminlésung, der wir Globulin 
zugesetzt hatten, auf eine Verainderung der Triibung durch Heparin. 

0,5cem Albuminl6sung wurden mit 0,3 c¢cem Clobulinl6sung und 
wachsenden Mengen 0,1 °,iger Heparinlésung versetzt, dann auf 2 cem 
verdiinnt. 0,1 c¢em dieser Lésung wurden zur Triibung gebracht. Das 
Ergebnis gibt Tabelle IV wieder. 


Tubelle 1V. 





Relative Triibung bei 


Heparin 40 °/,, 50 % 5 70%, 80 0/5 1009 4 
ecm Ammonsulfatsattigung 
0 17 37 $3 210 122 
0,038 _ 202 
0,05 — _ -- 196 - 
O,1 18 33 SO 190 129 
0,2 oo —_ 210 —_ 


Als Ergebnis der Untersuchungen tiber die Beeinflussung der Aus- 
salzung von Serumalbumin durch Heparin stellen wir fest: Heparin 
ist nicht imstande, die Ammonsulfatfallungsgrenzen von Serumalbumin 
wesentlich zu verschieben!. Im chemischen Sinne ist also Heparin- 
Albumin naturgemaB nicht als Globulin zu betrachten. 


2. Heparin und die Flockung des Serumalbumins im isoelektrischen Punkt. 


Serumalbumin flockt bekanntlich im isoelektrischen Punkt auch 
bei Abwesenheit von Elektrolyten nicht aus. Wahrend nun die Léslich- 
keit des Albumins bei hohen Neutralsalzkonzentrationen durch Heparin, 
wie wir im ersten Abschnitt gesehen haben, nicht wesentlich geandert 
wird, ist sie bei geringen Elektrolytkonzentrationen durch kleinste 
Mengen von Heparin auBerordentlich vermindert. | Serumalbumin 
flockt bei Gegenwart von Heparin im isoelektrischen Punkt aus. Wenn 
wir die Klassifizierung der Proteine, wie wir eingangs zitierten, so vor- 
nehmen, daB wir Albumine als in Wasser lésliche, Globuline als nur 
bei Gegenwart von Neutralsalzen lésliche Proteine bezeichnen, so 
miuBten wir Albumin, das Heparin gebunden hat, infolge seiner Fallbar- 


' Dieser von uns schon frither (5) mitgeteilte Befund wurde ktirzlich 
auch von Henriques u. Klausen (7) bestiatigt. 
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keit im isoelektrischen Punkt als Globulin betrachten. Heparin ver- 
andert nicht die Ammonsulfatfallungsgrenzen des Serumalbumins, 
laBt also, nach den heutigen Anschauungen, Molekiilgr6Be und Dipol- 
anordnung unverindert. Von beiden Eigenschaften sollte aber auch die 
Léslichkeit bei niedrigen Neutralsalzkonzentrationen abhangig sein. 
Trotzdem ist hier die Léslichkeit in weitgehendem Mae heraogesetzt, 
wie durch den folgenden Versuch gezeigt wird. 

In 1l0cem n/100 Acetatpufterlésung von dem angegebenen py wurden 
steigende Mengen Heparin gegeben, so dal die Heparinkonzentration in 
den Putferlésungen 0,05, 1. 2 und 4mg-°,, betrug. Hierzu fiigten wir nun 
O,leem einer etwa 1°,igen Albuminlésung. schiittelten gut um und _ he- 


stimmten nach einigen Minuten die entstandene. Triibung (Tabelle V). 


Tabelle V. 





: ‘lative T r be 
Heparin Relative Triibung bei py 























mg-°/, 4.1 4,4 4,7 5.0 5.3 
0 7 7 7 7 7 
0.5 = 7 Sl 144 110 
1,0 - 65 277 277 166 
2.0 303 400 490 312 38 
4.0 400 434 400 227 | 

500 
400 
— @ J ¥ 
> Heparinkonzentration 
§ 300 Abb. 2. 
~ 
- 500 
= 
S 
S$ 200 & 400 
S 
8 
2 300 
700 S 200 
~ 
8 } 
T 2 700} 
of WoW 50 53 , t 2 2 8 
—>fly Heparinkonsentration 
Abb. 1. Abb. 3 
1. 0.5 mg-° 9 Heparin Il. 1.0 mg-° Heparin 
mi.30 .« ‘ IV. 40 . - 


Abb. 1 gibt die Triibungskurven bei den verschiedenen Heparin- 
konzentrationen wieder. Sie zeigt, daB sowohl die FlockungsgréBe 
wie das Flockungs-py-Optimum durch Heparin auBerordentlich stark 
beeinfluBt wird. 

In Abb. 2 ist die Verschiebung des py-Optimums, in Abb. 3 die der 


FlockungsgréBe dargestellt. 
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Wir sehen daraus, daB beide Eigenschaften, py-Optimum — und 
Flockungsgr6Be mit der steigenden Heparinkonzentration asymptotisch 
einem Hoéchstwert zustreben. Bezeichnen wir den Héchstwert der 
FlockungsgréBe mit J,, den bei der Heparinkonzentration ¢ gefundenen 
Wert mit J, so ist 

1 
og J 


6 und k sind Konstanten. 


J 


a 


Die gefundenen Werte fiir log 1 J,-—-—J bei J, — 440 gibt 'Ta- 
belle VI an. 





Tabelle VI. 
Heparin 1 log 
am-*le te J, 
0.5 0,003 38 0,53 — 3 
1 0,096 18 0,79 — 3 
2 0,025 00 0,39 — 2 
} 0,166 66 0,22 ] 


Die Richtigkeit der Gleichung bestiatigt Abb. 4, in der die Werte 
fiir ¢ und log 1/(J,, —-/) auf einer Geraden liegen. 

Betrachten wir nun unter den gleichen Bedingungen die Triitbung 
proportional der Konzentration des ausgeflockten EiweiBes, dann ist 
J, proportional der gesamten tiberhaupt unter Bindung des Heparins 
0 ausflockbaren Menge a, J der unter Bindung des 


ee Heparins bei dessen Konzentration ¢ ausgeflockten 
[ 7.8 Menge x, J, -—J entspricht dann a -— x, der nicht 
; < umgesetzten Menge Protein. Die obige Gleichung 


= 





2 


a 
N 











= ist dann zu schreiben: 
i a a | 
Heparinkonzentration ke we ——— + h k .c. 


Abb. 4. a x 


Das Ergebnis stimmt vollkommen iiberein mit den schon friher 
bei Casein erhobenen Befunden (8). Dort bestimmten wir die infolge 
der Verschiebung des isoelektrischen Punktes eintretende Verminderung 
der Flockung auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes. 
Wir fanden, daB die FlockungsgréBe des Caseins bei py 5,0 mit steigender 
Heparinkonzentration ihrem niedrigsten Werte, namlich J, — 0 zustrebt, 
und fanden die Gleichung bestitigt : 


I 
log ~ J kc. 


a 
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Aus den gefundenen Tatsachen ergibt sich: Unter Bindung des 
Heparins verliert Serumalbumin seine Wasserléslichkeit im isoclektri- 
schen Punkt. Der isoelektrische Punkt des Serumalbumins wird durch 
Heparin nach der sauren Seite hin verschoben. 


3. Heparin und das Membranpotential von Serumalbumin. 


Das Membranpotential der Lésung eines isoelektrischen Proteins 
ist gleich Null. Erst wenn das Protein als einseitig geladenes lon auf- 
tritt, entsteht ein Membranpotential. Die Wirkung von Heparin auf 
isoelektrisches Serumalbumin muB, da sie, wie wir im zweiten Abschnitt 
zeigten, eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes zur Folge hat, 
durch Entstehung eines Membranpotentials in Erscheinung treten. 


Wir fiihrten die Potentialmessung in Kom- frde 
pensationsschaltung mit Hilfe eines Linde- 
mann - Quadrantenelektrometers als  Null- 
punktinstrument dureh. Die MeBanordnung 
(Abb. 5) war folgende: Die Aufladung der 
Quadranten Q des Elektrometers £ geschieht 
durch eine Trockenbatterie A von 120 Volt, 
der Widerstande von einigen Megohm vor- 
geschaltet sind. Die Nadel N des Elektro- 
meters wird mit dem einen Pol der zu messen- 
den Kette .W/ verbunden, wahrend der andere == 
Pol durch die Potentiometerschaltung P mit 
der Erde in Verbindung steht. Die Poten- 
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tiometerspannung, die notwendig ist, um das 
Membranpotential zu kompensieren, so dab + uh - 

die Nadel des Elektrometers in der Null. gy poe * 
stellung bleibt, lesen wir direkt auf einem Abb. 5. 
Voltmeter Vo ab, das pro Skalenteil 0,3 MiNli- 

volt anzeigt (Siemens 10-Ohm-Instrument ). 





Kine etwa 1°. ige isoelektrische Albuminlésung wurde durch Auflésen 
von Albumin in n/100 Acetatlésung von py 4.9 hergestellt. Die Lésung 
wurde zur Entfernung der Elektrolyte einige Tage gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. Zur Messung des Membranpotentials wurden jedesmal 70 cem 
dieser Albuminlésung benutzt. Als Membran dienten Schleicher & Schiill- 
Hiilsen. Die AuBenfliissigkeit bestand aus 140 cem H Cl-haltigem Wasser. 
dessen py ebenfalls auf 4.9 eingestellt war. In Innen- und AuBenfliissigkeit 
tauchten Kaliumchloridheber, die mit gesattigten Kalomelelektroden in 
Verbindung standen. Eine Diffusion von KCl in die Fliissigkeit wurde 
durch Umbiegen des eintauchenden Endes des Hebers vermieden, auBberdem 
wurde darauf geachtet, daB das Niveau der MeBfliissigkeit das der Kalome!- 
elektroden iibertraf. Nachdem wir uns zuniachst davon iiberzeugt hatten, 
daB die Albuminlésungen kein Membranpotential aufwiesen, fiigten wir 
Heparin in steigender Konzentration zur Innenfliissigkeit des isoelektrischen 
Albumins. In Tabelle VII ist der Milligrammprozentgehalt der Innen 
fliissigkeit an Heparin angegeben. Nach 20 Stunden lasen wir das Potential 
ab (Tabelle VII). 
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Tabelle VII. 























Heparin in mg-°/o: 0 0,25 05 1,0 2.0 5,0 
Millivolt 0 12.3 15,0 16,2 17,0 18,9 
20 20 
Q | 
S| S | 
S 7 + i i 7 } } + } + + 4 i , | 
=” S | 
5 & 
noone 
a . ei. ©. “y 0 +7 
Heparinkonzentration ——> loge 
Abb. 6. Abb. 7. 


In Abb. 6 ist der Anstieg des Membranpotentials mit der Heparin- 
konzentration dargestellt. 

Als recht gut geltende Beziehung zwischen der Heparinkonzentra- 
tion e und der Potentialdifferenz a finden wir: 

Cc ekt bzw. Ine kx. 

Wie Abb. 7 zeigt, liegen die Werte fiir log ¢ und a auf einer Geraden. 
In unserem besonderen Falle gilt, da bei ¢ — 0 auch a =. 9 ist. die 
Gleichung : 2 th alle 


Was aus der Verschiebung des isoelektrischen Punktes des Serum- 
albumins durch Heparin abgeleitet werden kann, wird experimentell 
bestitigt: 

Heparin verursacht die Bildung eines Membranpotentials. 

Zusammenfassung. 


1. Die Ammonsulfatfaillungsgrenzen von Serumalbumin werden 
durch Heparin nicht beeinfluBt. 

2. Heparin verschiebt den isoelektrischen Punkt von Serum- 
albumin nach der sauren Seite. 

3. Unter Bindung von Heparin verliert Serumalbumin — seine 
Wasserléslichkeit im isoelektrischen Punkt. 

4. Isoelektrische Serumalbuminlésungen erhalten unter Bindung 
von Heparin ein Membranpotential. 


Literatur. 
1) A. Fischer, Virchows Arch. 279, 94, 1930. 2) Derselbe, diese 
Zeitschr. 244, 464, 1931; A. Fischer u. A. Schmitz, Naturwiss. 20, 471. 
1932. — 3) BE. J. Cohn, ebenda 20, 663, 1932 4) 8S. P. L. Sérensen, Kolloid- 


zeitschr. 58, 102, 1930. 5) A. Fischer u. A. Schmitz, Naturwiss. 20, 471. 
1932. 6) A. Schmitz u. F. Wulkow, diese Zeitschr. 245, 408, 1932. 


7) V. Henriques u. U. Klausen, ebenda 254, 414, 1932. 8) A. Fischer u. 
A. Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 129, 1932. 
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Die Einwirkung von Kationen und Anionen 
auf den Blutgerinnungsvorgang. 


Von 
Albert Fischer und Adolf Sehmitz. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1952.) 


Setzt man eine geringe Menge Silbernitrat zu einem Blutplasma, 
das Gerinnungsstoff (Thrombin) enthalt und zugleich durch Heparin 
inkoagulabel gemacht ist, tritt trotzdem sofort Gerinnung ein. Die 
Kigenschaft, die Wirkung groBer Heparinmengen vollig auszuschalten, 
hat das Silberion mit vielen anderen Metallionen, namentlich Lonen 
der Schwermetalle, gemeinsam. Nicht nur kann diese Tatsache von 
Bedeutung fiir das weitere Verstindnis des verwickelten Gerinnungs- 
vorganges sein, sie hat auch eine praktische Anwendung, indem sie 
ermoéglicht, die Messung der Gerinnungsgeschwindigkeit eines Blut- 
plasmas und hierdurch die einzelnen Faktoren, die dafiir bestimmend 
sind, Gerinnungsstoff (Thrombin) und Antigerinnungsstoff (Heparin), 
zu ermitteln. 

I. 

Hier soll zuerst die Wirkung verschiedener Metallionen auf die 
Gerinnungsgeschwindigkeit des Blutplasmas beschrieben werden. Dann 
folgt eine Beschreibung der Wirkung von verschiedenen Saureionen, 
da wir gefunden haben, daB gewisse Siureionen mit dem Heparin, das 
selbst eine Saure ist, konkurrieren und zu einem gewissen Grade die 
Heparinwirkung unterdriicken kénnen. 

Als erste Frage muBte festgestellt werden, ob die Metallionen sich 
mit dem Gerinnungsstoff verbinden und im Prinzip wie Calcium wirken, 
nur starker, oder ob sie sich mit Heparin verbinden, das dadurch in- 
aktiviert wird. Es geht aus folgenden Versuchen hervor, dab Silberion 
die bekannte Wirkung des Calciumions nicht ersetzen kann. 

Als Methode fiir diese und folgende Versuche diente die Anordnung, 
die schon frither beschrieben worden ist (1). Als Blutplasma wurde 
Hithnerplasma benutzt und als Gerinnungsstoff kam sehr verdiinnter 
PreBsaft aus Hiihnerembryonen zur Anwendung. 
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Das Plasma wurde mit so viel n 10 Kaliumoxalat versetzt, da es nicht 
verinnt. Einem Teil der Réhrchen wurden dann aiquivalente Mengen CaCl, 
und einem anderen Teil Aquivalente Mengen Ag NO, zugesetzt. Das Oxalat- 
plasma mit aquivalenter Menge CaCl, gerinnt sofort, das mit AgNO, aber 
nicht. Es wurde festgestellt, daB das Ausbleiben der Gerinnung des Oxalat- 
plasmas mit AgNO, nicht von der groBen Silbermenge und der hiermit 
verbundenen schweren Ausfaillung abhangig ist. Ein Zusatz von CaCl, 
konnte diese triite Plasmamischung sofort zur Gerinnung bringen. Aus 
diesen Versuchen wird man also annehmen kénnen, dali Calcium nicht 
durch Silber ersetzt werden kann, sondern daB Silber direkt das Heparin 
angreift. 


Die Heparinwirkung besteht darin, wie der eine von uns schon 
friiher festgestellt hat (2), daB der isoelektrische Punkt des Proteins, 
mit dem sich Heparin verbindet, d.i. Gerinnungsstoff (Thrombin) bei 
der Blutgerinnung bzw. Serumglobulin, Casein (3) und Serumalbumin (4) 
bei den friiheren Ausflockungsversuchen, nach der sauren Seite hin 
verschoben wird. In Cbereinstimmung hiermit wire zu erwarten, dab 
durch Schwermetallionen die durch Heparin bewirkte Verschiebung 
des isoelektrischen Punktes nach der sauren Seite wieder aufgehoben 
wird. Dies ist auch tatsichlich der Fall, was folgende Versuche demon- 
strieren. 

Tabelle I. 





Relative Triibung 























Pu 0,10 ccm Pferdeserum Serum + Heparin 
0,10 cem Pferdeserum + 0,05 com 100 mg-®/5 - 0.10 ¢em 
Heparin m 100 Ag NO, 

4,1 7,4 9,6 27,0 

4.4 30,2 39,0 78,0 

4.7 104,2 142.8 268.8 

5,0 144,9 178.6 322.6 

53 -e 149,2 1613 B33.3 
5.6 112,4 98,0 268.8 

5,9 58,0 33,0 147.0 


Eine heparinausschaltende Wirkung hat das Metall nur als freies 
Ion. Komplexsalze, in denen das Metall, z. B. Silber, als Anion auftritt, 
haben eher eine gegenteilige Wirkung zur Folge. Na, Ag (SOs), hat eine 
ausgesprochene gerinnungshemmende Wirkung. 


Die heparinausschaltende Wirkung einiger Schwermetalle ]aBt sich 
noch in fast unglaublich kleinen Mengen mit Sicherheit nachweisen. 
So wirkt Mercurichlorid noch in einer Menge von 0,09my (1 my 

‘/,e00000 Mg) oder 9.10-" g. Bei Silbernitrat ist noch die Wirkung 
von 6.10-"g einwandfrei nachweisbar. Mit diesen Verdiinnungen 
sind noch nicht die Grenzkonzentrationen der Wirkung erreicht. Unter 
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den experimentellen’ Bedingungen ist aber die Genauigkeit bei noch 
kleineren Konzentrationen unsicher. 

Wir haben die Wirkung einer Reihe von Metallen untersucht. 
deren Resultat aus der Tabelle I] hervorgeht. Von den angegebenen 
Salzen wurden molare Lésungen hergestellt, und zwar kam als stdrkste 
Konzentration m 1000 zur Anwendung. Die Versuche wurden so aus- 
gefiihrt, daB eine gewisse Menge Heparin! zu Plasma zugeftigt wurde 
und dazu eine passende Menge Gerinnungsstoff. Dieses Plasmasystem 
benutzten wir als Kontrolle. Dann fiigten wir zu Plasma von derselben 
Zusammensetzung einige Tropfen der Salzlésung in der angegebenen 
Konzentration hinzu. Fiir jede untersuchte Metallkonzentration wurden 
Kontrollversuche angestellt. Die Versuchsresultate driicken wir in 
folgender Weise aus: 

Da der Logarithmus der Gerinnungszeit proportional der Heparin- 
konzentration ist (5), geben wir die heparinunterdriickende Wirkung 
des Metalles wieder durch den Logarithmus des Quotienten f, ¢,,, wo ty 
die Gerinnnungszeit der Kontrolle, ¢,, die Gerinnungszeit mit Metall 
bedeutet. 

Tabelle 11. 





t; 
log 
m 
Mola- BA 
ritit = > > ia > = ; : a > 
Siz iSisgia »i2niaifé Sj;5:'\8'5 7 c 
£ tL s per 5 | — S = x = =— = @ . 
—_ =< < ~ ~ CS - N ~ = s a - =~ = 
Kon- 
trolle 2,43 2,29 2,19 2.54 2,13) 2,18 2,19 2,24 2,30 2,21 2,262,372,38 2,31 2,27 
10-% 0.45 0.42 0,24 0,22 —~0.05 0,01 0,01 9.15 9.12 0.08 0,06 0.40 —0,08 — 0,04 
10-4 0.59 0,29 0,240.16 0.11) 0,25 .0,19 0,31 0,200.05 9,100.06 0.09 0.94 0,09 
10°° 0,35 0.29 0,24 0,13 0,02) 0,19 9.15 9,20 0,18 9,040.13 0,010.9) 012 0.08 
10°& 019 0,07 0,17. 0,08 015 0,14 0,17 9,06 0.13 9.02 0,18 00 , O12 0.02 
10-7 0.14 013 017 0.09 0,050.03 0.01 
10°-S 9,21 0,13 0,11 0,07 —0,07 
10°" 0,14 0,11 0,08 0.08 
10-'° 10,13 0,09 
10°'! 0.21 0.06 


Es geht aus diesen Untersuchungen hervor, da mehrere von den 
untersuchten Metallen, wie Cu, Cd, Mg, Zn, Fe. Ca, einen optimalen 
Wert der Gerinnungsbeschleunigung haben, sie rufen in héheren Kon- 
zentrationen eine Hemmung hervor, so daB die Gerinnungszeit gegen- 
iiber der Kontrolle verzégert ist. Man bemerkt aus den Versuchen, dab 
Ca zu den Metallen gehért, deren heparinunterdriickende Wirkung im 
Vergleich zu mehreren von den anderen Metallen ziemlich schwach ist. 


' Wir benutzten zu den Versuchen Heparin .,AKahklbawm. 
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Aber man sieht, daB Ca nicht ganz ohne Wirkung auf das Heparin 
ist, indem es die Wirkung zu einem gewissen Grade zu unterdriicken 
vermag. Die unterdriickende Wirkung des Ca auf Heparin ist wohl 
der Beobachtung von Howell (6) entgangen, der die Wirkung von Ca 
im Uberschu8 auf die Heparinwirkung untersucht hat. 

Von den hier untersuchten Metallen wirken Hg, Cu, Ag, Au und Cd 
sehr stark und bis zu sehr kleinen Mengen herunter. Cu und Cd zeichnen 
sich, wie schon betont, besonders dadurch aus, daB sie in Konzentra- 
tionen von m/1000 und aufwirts die Gerinnung stark hemmend beein- 
flussen. Pt hat eine ziemlich schwache Wirkung, ebenso Ca, Ba, Al, 
zwei- und dreiwertiges Fe. 

Obwohl einige von den hier untersuchten Metallen bis zu ganz 
hohen Verdiinnungen vollig vernichtend auf die Heparinhemmung 
wirken, so gilt das nicht mehr, wenn die Heparinkonzentration im 
Plasma sehr groB8 wird. Die Wirkung des Heparins laBt sich bis zu 
einer Konzentration von 50 mg-°, Heparin im Plasma von Metallen 
wie Silber véllig ausschalten. Die Gerinnung mit Metall und zugesetztem 
Heparin erfolgt sogar schneller als eine Kontrolle ohne Heparin, weil 
auch das Heparin, das schon urspriinglich im Plasma enthalten ist, 
ausgeschaltet wird. Die Beziehung von Metallwirkung und Heparin- 
konzentration wird in der nachsten Arbeit Gegenstand besonderer 
Untersuchungen sein. 

Fiir unsere Messungen von Gerinnungsstoff (Thrombin) ziehen 
wir Silber vor, weil selbst groBe Mengen von AgNO, (m/10) keine 
gerinnungshemmende Wirkung zeigen, wie z. B. Cu, das schon in 
einer Konzentration von m/1000 stark hemmt. Eine Konzentration 
von m/500 AgNO, im Plasma reicht allerdings schon véllig aus und 
gibt konstante Resultate, wobei noch zu beachten ist, daB die gréBte 
Menge des zugesetzten Silbers im Plasma in unlésliche Verbindungen 
iibergefiihrt wird. Fiir eine Wirkung des Silbers auf Heparin ist nur 
eine so kleine Menge Silberionen nétig, daB selbst schwerst lésliche 
Silberverbindungen wie AgCl geniigend Silberionen fiir die Inaktivierung 
des Heparins abgeben. 

Die Reihenfolge der Metalle nach ihrer Wirkung ist folgende : 

Hg > Ag > Cu > Au > Cd > Mg > Pt > Zn > Co > Ca > Ba > Fe’. 
Fe, Al, Mn. 


Alle Zellen eines Organismus enthalten Schwermetalle und ver- 
fiigen also hierdurch iiber Mittel, mit denen sie die Wirkung von Heparin 
aufheben kénnen. AuBerdem verfiigen die Zellen noch tiber Mittel 
anderer Art, mit denen sie die Wirkung gr6é6ter Heparinmengen herab- 
setzen kénnen. Solche sind verschiedene Anionen. Heparin ist selbst 
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eine Saure, deren Wirkung vermutlich darin beruht, daB es sich mit 
den basischen Gruppen des Gerinnungsstoffes verbindet und ihn saurer 
macht (Verschiebung des isoelektrischen Punktes nach der sauren Seite 
hin). Verschiedene organische Sauren kénnen, ohne jedoch die Wirkung 
des Heparins zu besitzen, um die Besetzung der basischen Gruppen 
des Gerinnungsstoffes mit Heparin konkurrieren und damit die Wirkung 
des Heparins herabsetzen. 

Wir nehmen an, daB die gerinnungsbeschleunigende Wirkung 
solcher Saéuren grundsiatzlich verschieden ist von der der Metalle, weil 
diese sich wahrscheinlich direkt mit dem Heparin verbinden, wahrend 
die Sdiureionen an den Gerinnungsstoff treten. Die heparininaktivierende 
Wirkung der Anionen ist jedoch nicht so groB wie die der Metalle. 

Wir haben einige verschiedene Anionen auf ihre inaktivierende 
Wirkung auf Heparin untersucht. Die Versuche sind ebenso ausgeftihrt 
wie die Versuche mit Metallen. Die untersuchten Verbindungen wurden 
in Form neutraler Alkalisalze dem Plasma zugesetzt, so daB die Reaktion 
des Plasmas nicht verdindert wurde. Das Ergebnis gibt Tabelle II 
wieder. 

Tabelle 111. 





to 
Art des m/100 Anions t ta log 
a 
Adenylpyrophosphat!. . .... . 350 155 0,35 
a a eee ee 180 157 0,06 
id ost Ee ee Be 362 230 0,20 
IG ae. oe we Oe ew 347 220 0,20 
cee cag OO ae oe ee ee 400 225 0,25 
ae ee eee ee 296 223 0,12 
ee a ee 282 180 0,20 
i ee ae eee te 369 215 0,23 
oe ee ee 362 612 — 0,23 
t, = Gerinnungszeit in Sekunden yon Plasma mit Heparin. 
t Gerinnungszeit in Sekunden von Plasma mit Heparin -+- Saure- 


a 
ion, Adenylpyrophosphat war m/250. 


Wir sehen daraus, daB z. B. Adenylpyrophosphorsiure praktisch 
dieselbe Wirkung hervorruft, die durch Zusatz von mehr Gerinnungs- 
stoff erzielt werden kénnte. Adenylpyrophosphorsiure ist aber fiir 
sich kein wichtiger Bestandteil des Gerinnungssystems. Eine 24 Stunden 
lange Dialyse von Muskelextrakt, wodurch die Adenylpyrophosphor- 
siure entfernt wurde, hatte keine Spur von einer me2baren Veranderung 
in der Wirkung des Extraktes zur Folge. 

1 Adenylpyrophosphorsaures Ca ist uns freundlichst von Herrn Prof, 
G. Embden, Frankfurt a.M., iiberlassen worden, wofiir wir hier unseren 
besten Dank aussprechen. 
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Wie aus den Untersuchungen hervorgeht, iibt auch Citrat in dieser 
Konzentration eine recht groBe inaktivierende Wirkung auf das Heparin 
aus. Es ist eine Tatsache, daB Citrat in vitro die Gerinnung aufhebt, 
weil es die Ionisation des Ca aufhebt. In vivo dagegen ruft Citrat oft 
eine gerinnungsférdernde Wirkung hervor. Diese letzte Wirkung ist 
dadurch erklarlich, daB die Citronensaure um die Besetzung der basischen 
Gruppen des Gerinnungsstoffes mit Heparin konkurriert. 

Vanadat ist der einzige von den untersuchten Stoffen, der die 
Heparinwirkung verstarkt. 


Zusammenfassung. 


1. Metallionen wirken beschleunigend auf die Blutgerinnung, 
indem sie unter Komplexbildung mit den Hemmungsstoffen (Heparin) 
deren Wirkung ausschalten. Schwermetalle zeigen die starkste Wirkung. 

2. Saureionen wirken beschleunigend auf die Blutgerinnung, indem 
sie die gleichen Gruppen des Thrombins besetzen, die fiir die Bindung 
des Hemmungsstoffes in Betracht kommen. 


Literatur. 
1) A. Fischer, Ptliigers Arch. 225, 737, 1930. 2) Derselbe, diese 
Zeitschr. 240, 364, 1931. 3) Derselbe, ebenda 244, 464, 1932. — 4) A. Schmitz 
u. A. Fischer, ebenda 259, 53. 1933. 5) Dieselben, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 210, 129, 1932. — 6) W. H. Howell, Amer. J. of Physiol. 71, 556, 1925. 
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Uber den Reaktionsmechanismus der Blutgerinnung. 


Von 
Albert Fischer und Adolf Sehmitz. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung., Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 15, Dezember 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Nachdem in einer Reihe von Untersuchungen (1) (2) die Ein- 
wirkung des Heparins auf die Proteinkoagulation naher definiert werden 
konnte, haben wir damit begonnen, den Reaktionsverlauf der Blut- 
gerinnung von den Gesichtspunkten aus zu betrachten, die wir beim 
Studium des Heparins gewonnen hatten. Denn der SchluB ist nahe, 
daB der Wirkung ein und desselben Stoffes, des Heparins, auf zwei 
verschiedene Vorgiéinge, die Blutgerinnung und die Proteinfallung, 
dieselbe Ursache zugrunde liegt. 

Untersuchungen uber Serumglobulin (1), Casein (1) und Serum- 
albumin (2) hatten gezeigt. daB Heparin den isoelektrischen Punkt dieser 
Proteine nach der sauren Seite zu verschiebt. Dadurch erhalt ein vorher 


isoelektrisches Protein, dem Heparin zugesetzt wird, eine Aufladung, die 


wir direkt als Donnan-Potential messen konnten (3). Die Hemmung der 
Blutgerinnung durch Heparin ist dadurch charakterisiert, dal’ das py-Ge- 
rinnungsoptimum durch Heparin nach der sauren Seite verschoben wird (3), 
also ein Vorgang, welcher der bei der Proteinwirkung des Heparins statt- 
findenden Verschiebung v6éllig analog ist. Damit ist die Briicke zum 
Reaktionsmechanismus der Blutgerinnung geschlagen. Die Vorstellung. 
daB beide Vorgainge in engster Verbindung zur Wachstumshemmung der 
(rewebe durch Heparin stehen, gewinnt an Boden. 


I. 

Von den zwei Phasen der Blutgerinnung, Thrombin- bzw. Fibrin- 
bildung, hemmt Heparin die erste Phase, die Thrombinbildung. Unsere 
Untersuchungen gelten deshalb zunichst dem Thrombin, obwohl wir 
die zweite Phase, die Fibrinbildung, messen. Wir sind zur Aufstellung 
zweier Satze gelangt, die wir im folgenden zu begriinden versuchen. 


Sie lauten: 
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1. Die Gerinnungsgeschwindigkeit ist der Konzentration des 
Thrombins proportional. 

2. Die Gerinnungsgeschwindigkeit ist abhaingig von der freien 
elektrischen Ladung des Thrombins, indem sie mit der Zunahme der 
Ladung abnimmt. 


I. 

Zunachst miissen wir eine Definition des Stoffes geben, den wir 
unter Beibehaltung einer alten Bezeichnung Thrombin nennen. — Der 
Gerinnungsstoff Thrombin ist ein Protein, das den AnstoB zur Koagula- 
tion des Fibrinogens gibt. 

Dieser Gerinnungsstoff ist in allen proteinhaltigen Gewebsextrakten 
vorhanden. Erst beim Zerfall von Zellen tritt er in das Blut iiber. 
Hiihnerblutplasma, das unter vorsichtigster Entnahme und raschester 
Entfernung der Zellbestandteile gewonnen wird, ist fast frei von Throm- 
bin; es enthalt jedenfalls nur so geringe Mengen Gerinnungsstoff, daB 
eine Spontangerinnung nur schwer eintreten kann. Setzen wir diesem 
Plasma eine geringe Menge eines Gewebsextraktes, der so verdiinnt 
sein kann, daB die Proteinreaktionen versagen, zu, so tritt die Ge- 
rinnung ein. Da wir keine Beweise fiir die Existenz anderer Stoffe, 
Prothrombin oder Thrombokinase, haben, werden wir versuchen, mit 
der Annahme dieses einzigen Stoffes, des Gerinnungsstoffes Thrombin, 
dessen Existenz wir im Gewebsextrakt sehen, fiir die Erklirung des 
Gerinnungsmechanismus auszukommen. Thrombin enthalt als spezifi- 
sches Metall Calcium, das nur durch nahverwandte Metalle, Barium 
und Strontium, schlecht ersetzt werden kann. 


Il. Beziehung zwischen Thrombinkonzentration und Gerinnungs- 
geschwindigkeit. 


Methodik. 


Zu allen Versuchen wird das nahezu thrombinfrei gewonnene Hiihner- 
plasma benutzt. Die Gerinnungszeit wird nach der von A. Fischer (4) be- 
schriebenen Methode bestimmt. Es muB8 ein gewisser giinstigster Meb- 
bereich eingehalten werden, der zwischen 60 und 1200 Sekunden liegt. 
Innerhalb dieser Beobachtungszeit betragt die Fehlerbreite nicht mehr 
als -+- 10 Sekunden. Als Thrombinlésung benutzen wir wiasserigen Hitihner- 
embryonen- oder Hiihnermuskelextrakt. 


Messungen. 


Wir stellten uns eine Reihe von Verdiinnungen des Gewebeextraktes 
her. Die Konzentration der Ausgangslésung ist mit 100 bezeichnet. Zu 
den fiinf im Gerinnungsréhrchen enthaltenen Tropfen Hiihnerblutplasma 
geben wir einen Tropfen des Extraktes von der Konzentration c. In Ta- 
belle I ist die gefundene Gerinnungszeit ¢ in Sekunden und deren reziproker 
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Wert, L/t. 1000 e die Gerinnungsgeschwindigkeit angegeben. Wit 
untersuchten die Gerinnungsgeschwindigkeit bei 21° und bei 39° Es sei 
bemerkt, dal bei beiden Fallen sowohl verschiedene Extrakte wie ver- 
schiedene Plasmen zur Anwendung kamen. 


Tabelle I. 





























21° 3490 

« t 1 ( t ' 

5 YS 3.51 1.56 1365 0.73 
10 225 4.44 3.12 710 1.41 
20 155 6.45 6,25 412 2.43 
39 120 8,33 12,50 197 5.08 
40 105 9 52 95.0 100 19.00 
50 Q 10,53 
60 SD 11,76 

12/- 
10 $ 0 
8 $ 8 
Lo 
) al | Se | 
0 4+ _§_1 0 
10 2 30 VO 30 & 5S 0 5% 2 & 
C— > Cc 
Abb. 1 Abb. 2. 


In Abb. 1 und 2 ist ¢ als Abszisse, v als Ordinate aufgetragen, die ge- 
fundenen Werte legen auf einer Geraden. Es gilt demnach die allgemeine 
(reichung: 

v k.(c + 6). (1) 

Der Umstand, dab im Plasma bereits ohne Zusatz eine gewisse Menge 
Gerinnungsstoff enthalten ist, hat zur Folge, daB die Gerade nicht durch 
den Nullpunkt geht. Zu ¢ ist deshalb eine konstante Gr6Be 6 zu addieren. 

Es ist also die Gerinnungsgeschwindigkeit proportional der Konzen- 
tration des Gerinnungsstoffes Thrombin. 


IV. Beschleunigung und Hemmung der Gerinnung. 


In der vorhergehenden Arbeit (5) wurde gezeigt, dai Metallion 
die Gerinnung beschleunigen kann, indem es den anwesenden Hemmungs- 
stoff Heparin ausschaltet. 


Wir haben die beschleunigende Wirkung des Silberions bei steigender 
Thrombinkonzentration gemessen, indem wir m/100 Silbernitratlésung 
dem Plasma zusetzten. Temperatur 39°. Gleichzeitig fiihrten wir zum 
Vergleich die Messungen ohne Silberzusatz aus. 





i 
ae 
Bs 
ie 
‘ 





ee 


te 


ee a te ee 





SERIE 











70 A. Fischer u. A. Schmitz: 


Tabelle II. 





c t tag v t h = 

g - 

10 270 145 3,70 6,89 1,862 
20 19) 110 5,26 9,09 1,728 
30 135 100 7,40 10,00 1,350 
40 130 85 7,69 11,76 1,529 
50 110 75 9,09 13,33 1,466 
75 85 60 11.76 16,66 oe ee 1,545 
Mittel: 1,556 


Tabelle II gibt die gefundenen Werte an. ¢ ist wieder die Thrombin- 
konzentration, ¢ bzw. t,, sind die Gerinnungszeiten ohne und mit 
Silber, v bzw. v,, die Gerinnungsgeschwindigkeiten. 


78 






6 
1% 


u bezw Yag —— 


c¢— 
Abb. 3. 


In Abb. 3 sind ¢ und v baw. v,, dargestellt. Wir finden sowohl 
ohne wie mit Silberion die Gleichung 
v=k(e-+ b) 
bestatigt. Wir sehen, daB das Verhaltnis zwischen v,, und v, namlich 
v, 
h= mg eine befriedigende Konstanz zeigt. h steht aber in direkter 


Beziehung zur Menge des im Plasma enthaltenen ausgeschalteten 
Heparins, die ja bei diesen Versuchen stets in gleicher Weise vorhanden 
sein mu8. In der Bestimmung des Quotienten h eines Plasmas finden 
wir die ideale Methode zur Messung des Hemmungsstoffes Heparin. 

Uber die quantitative Bestimmung der Heparinwirkung haben 
wir zum Teil schon in anderem Zusammenhang berichtet (6). Wir 
hatten gefunden, daB der Logarithmus der Gerinnungszeit proportional 
der Heparinkonzentration ansteigt. 
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Tabelle Ill. 





hep t tag r Vag log v = log “as 
10 92 60 10,86 16,60 1,03 1,52 0,18 
20 120 57 8,33 17,54 0,92 2,10 0,32 
30 317 65 3,15 15,38 0,49 4,88 0,68 
40 1920 65 0,52 15,38 0,71—1 29,57 1,46 
50 5400 68 0,18 14,70 0,25 — 1 81,66 1,91 


Die hier mitgeteilten, in Tabelle II] wiedergegebenen Messungen 
bestatigen die friiher aufgestellte Gleichung. Statt der Gerinnungs- 
zeit t benutzen wir den reziproken Wert 1/t . L0OO = v, die Gerinnungs- 
geschwindigkeit. Nun haben wir unsere Erfahrungen mit der Aus- 
schaltung der Heparinwirkung durch Silberion hier angewendet. In 
diesen Versuchen bleibt die Thrombinkonzentration des Plasmas 
konstant, variiert wird die Heparinkonzentration ¢,,._ Die Gerinnungs- 
zeit wird einmal ohne Zusatz von Silberion als ¢, einmal mit Silberion 
als ¢,, gemessen. 


In Abb. 4 ist cy.) als Abszisse und log v als Ordinate aufgetragen. 
Es gilt die schon frither (6) aufgestellte Gleichung: 














k.Chep = — logu+ b. (2) —" 
3° 
k und 6 sind konstant. NS J 
‘ , | 
Vag bleibt konstant, wie es vorauszusehen > 
S$ 
= “ae aesn 
war. Der Quotient =h steigt mit ¢),., an, = 
v | 
-sJj- 
und zwar ist: 0 4 30 40 50 
(Jal 
Abb. 4 


log ae +6 = lgh+b= k .Chep- (3) 


Wir haben oben gesehen, daB nach Gleichung (1) die Gerinnungs- 
geschwindigkeit proportional ist der Konzentration an Thrombin. 
Vag ist also proportional der gesamten urspriinglich vorhandenen wirk- 
samen Thrombinmenge a, v der nach Bindung des Heparins gebliebenen 
wirksamen Thrombinmenge a —- x, wenn x die mit Heparin in Reaktion 
getretene Menge ist. Es ist also: 

a 


+b=k. Chep > (4) 


In 





a—wz 


Genau dieselbe Gleichung konnten wir beim Studium der Heparin- 
Serumalbuminverbindung ableiten (2). 
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In einer weiteren Versuchsreihe haben wir die Heparinkonzentration 
so weit gesteigert, daB die Silbermenge nicht mehr geniigte, um das 
gesamte Heparin auszuschalten. 


Tabelle 1V. 





“hep t r log r “hep t r log ¢ 
10 50 90.0 = 80 95 10.5 1,02 
20 50 20,0 9) 112 8.9 0,95 
39 59 20.0 — 100 139 7.7 OSS 
40 5) 90.0 : 139 150 6,7 0.82 
50 62 16,1 -- 150 215 4.7 0.67 
60 62 161 1,20 170 325 3,1 0,49 
70 65 15,4 1,17 209 525 1,9 0,27 





Tabelle IV gibt die Messungen wieder (¢),.,, — Heparinkonzentration, 
t — Gerinnungszeit, v = Gerinnungsgeschwindigkeit). Von einer  be- 
stimmten Menge an beginnt die Heparinwirkung wieder bemerkbar zu 
werden, namlich von dem Konzentrationspunkt an, an dem wieder 
freies Heparin vorhanden ist. Von da ab folgt der Abfall der Gerinnungs- 
geschwindigkeit der Gleichung (2), wie es aus Abb. 5 ersichtlich wird. 

















sd 20 4 60 80 00 120 140 160 100 20 
hep 
Abb. 5 


Gleichzeitig ist dieser Versuch eine Bestatigung der Annahme, 
daB Heparin durch Silber dem ProzeB entzogen wird. Denn wiirde 
Silber sich mit dem Thrombin verbinden, so wire es unwahrscheinlich, 
daB ein Uberschu8 von Heparin diese Bindung wieder lésen wiirde. 
Die einfachste Annahme bleibt, daB Heparin als Silbersalz die Fahigkeit 
verloren hat, mit dem Thrombin zu reagieren. Bei einem UberschuB 
von freiem Heparin setzt die hemmende Wirkung ein, als ob tiberhaupt 
kein Heparin vorhanden gewesen sei. Normalerweise kommen derartig 
hohe Heparinmengen nicht vor. 


V. 
Wir haben in den vorhergehenden Abschnitten als erste Gesetz- 
maBigkeit experimentell abgeleitet: 
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Die Gerinnungsgeschwindigkeit ¢ des Blutplasmas ist proportional 
der Thrombinkonzentration ¢,,, oder 


v K. Cae (>) 


Hieraus kénnen wir einige Schliisse auf den Reaktionsmechanismus 
der Gerinnung ziehen, d.h. wir kénnen zunachst einige theoretische 
Moéglichkeiten ausschlieBen, die sich mit dieser Formel nicht in Kinklang 
bringen lassen. Die Formel besagt namlich, daB nach Zusatz des Throm- 
bins zum Plasma nur ein einziger ProzeB sich zeitlich verfolgen laBt, das 
ist die Fibrinbildung. Es ist friiher von anderen Autoren die Annahme 
gemacht worden, daB sich zwei Prozesse abspielen, von denen der eine 
etwa ein proteolytischer ProzeB sein sollte (7), der erst die Auslésung 
des zweiten Prozesses, den der Fibrinbildung, zur Folge hat. In einem 
solchen Falle kann die Gesamtgeschwindigkeit, die ja gemessen wird, 
nicht proportional der Konzentration des Thrombins sein, das in diesem 
Falle als ein proteolytisches Ferment betrachtet werden miuBte. Im 
Falle der Labwirkung hat kiirzlich H. Holter (8) diese Frage diskutiert. 
Holter findet bei seinen Untersuchungen iiber die Beziehung zwischen 
Labkonzentration und Gerinnungszeit, daB, um Konstanz des Pro- 
duktes ¢.¢ zu erhalten, zu ¢ eine konstante GréBe x zu addieren ist, 
und wirft die Frage auf, ob x durch den gleichzeitigen Ablauf zweier 
verschiedener Prozesse bedingt ist. Bei unseren Untersuchungen ist 
zwar ebenfalls eine konstante GréBe (6 in Gleichung 1) zu addieren. 
Wir fiihren 6 aber auf den urspriinglichen Gehalt des Plasmas an Throm- 
bin zuriick, das sich zu dem zugesetzten Thrombin addiert. Weitere 
Untersuchungen haben jedoch diese Frage eingehend zu prifen. Wir 
glauben aber vorerst zu dem SchluB berechtigt zu sein, daB sich bei 
der Blutgerinnung nur ein ProzeB in zeitlich meBbarer GréBenordnung 
abspielt. Unmittelbar damit verkniipft ist die Frage nach der Ferment- 
natur des Thrombins. Ein Ferment, das eine gegeniiber der Fibrin- 
bildung zeitlich meBbare chemische Reaktion herbeifiihrt, ware dem- 
nach Thrombin nicht. Ob man einen Stoff, der den rein physikalischen 
Vorgang der Koagulation des Fibrinogens auslést, als ein Ferment 
ansehen soll, bleibe dahingestellt. Auf diese Frage werden wir spiter 
bei Untersuchungen, die die Labilisierung des Thrombins_ betreffen, 
niher zuriickkommen. 

Vi. 

Als zweite GesetzmaBigkeit der Blutgerinnung fanden wir: Der 
Logarithmus der Gerinnungsgeschwindigkeit ist umgekehrt proportional 
der Heparinkonzentration ¢).,, oder 


1 
—Inv k.they bzw. v ——- (4) 
e”* “hep 
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Ferner konnten wir ableiten, daB sich Heparin mit Thrombin in 
gleicher Weise bindet wie mit Serumalbumin. 

Es erhebt sich die Frage, welche neue Eigenschaft des gebildeten 
.,Heparinthrombins* es ist, die das Heparinthrombin fiir den Ge- 
rinnungsvorgang unwirksam macht. Heparinthrombin ist aber in Tat- 
sache gar nicht unwirksam geworden, sondern es ist nur bei dem py, bei 
dem wir messen, unwirksam. Verschieben wir das py des Plasmas nach 
der sauren Seite, so ruft auch Heparinthrombin prompt die Gerinnung 
hervor (3). Der fiir die Gerinnung wichtige Unterschied, der zwischen 
Thrombin und Heparinthrombin besteht, ist also der, daB He parinthrombin 
saurer ist als Thrombin. 

Wir wissen von den Untersuchungen iiber Heparinalbumin, daB 
isoelektrisches Albumin durch die Bindung von Heparin ein Membran- 
potential erhalt. Die Bindung des Heparins ruft also die Bildung von 
Proteinanionen hervor. Das vorher (im isoelektrischen Punkt) gleich- 
sinnig geladene Proteinion erhalt durch die Bindung des Heparins eine 
einseitige freie Ladung. 

Wir iibertragen diese Anschauungen nun auf den Gerinnungs- 
vorgang und machen die hypothetische Annahme, da8B Thrombin nur 
als isoelektrisches Protein imstande ist, den AnstoB zur Fibrinogen- 
koagulation zu geben. Erhalt Thrombin durch die Bindung des Heparins 
eine freie Ladung, so verliert es seine Gerinnungswirkung. Erst wenn 
dieses neue Heparinthrombin in den isoelektrischen Zustand iiber- 
gefiihrt wird, vermag es den Gerinnungsvorgang einzuleiten. 

Fir die Aufladung des isoelektrischen Serumalbumins durch Heparin 
hatten wir die Beziehung gefunden: Chey = e&* —-1, wenn Chep die 
Heparinkonzentration, 2 die Potentialdifferenz ist. Setzen wir diesen 
Ausdruck fiir ¢),,, in Gleichung (6) ein, so sehen wir, welch ungeheuren 
EinfluB eine Anderung des Potentials des Thrombinions auf die Ge- 
rinnangsgeschwindigkeit hat, ist doch dann die Gerinnungsgeschwindig- 
keit umgekehrt proportional e”). Wir kénnen also die im ersten Ab- 
schnitt aufgestellten GesetzmaBigkeiten der Gerinnungsgeschwindig- 
keit in folgender Weise formulieren: 
k,.¢ 
ef eke 7) _ l 


(ve Gerinnungsgeschwindigkeit, c¢ Thrombinkonzentration, 7  freie 
elektrische Ladung des Thrombinions). 
Vil. 

Unsere Untersuchungen fundieren auf der Annahme des Ge- 


rinnungsproteins Thrombin. Wir kénnen einige Eigenschaften dieses 
Proteins bereits voraussagen, ohne es isoliert zu haben. Sein iso- 
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elektrischer Punkt mu nahe dem Neutralpunkt liegen. Es enthalt 
Calcium, wahrscheinlich in einer charakteristischen Bindungsart. Ein 
endgiiltiger Beweis fiir unsere Anschauungen ist erst dann gefiihrt, 
wenn es gelingt, dieses Protein aus Geweben zu isolieren. 


VIII. Zusammenfassung. 

Es werden folgende GesetzmaiBigkeiten fiir die Blutgerinnungs- 
geschwindigkeit begriindet : 

1. Die Gerinnungsgeschwindigkeit ist proportional der Thrombin- 
konzentration. 

2. Der Logarithmus der Gerinnungsgeschwindigkeit ist umgekehrt 
proportional der Heparinkonzentration. 

3. Die Gerinnungsgeschwindigkeit ist abhaingig von der freien 
elektrischen Ladung des Thrombinions, indem sie mit Zunahme der 
Ladung abnimmt. 


Literatur. 


1) A. Fischer, diese Zeitschr. 244, 464, 1931. 2) A. Schmitz ua. 
A. Fischer, ebenda 259, 53, 1933. 3) A. Fischer, ebenda 240, 364, 1931. 
4) Derselbe, Pfliigers Arch. 225, 737, 1930. 5) A. Fischer u. A. Schmitz, 
diese Zeitschr. 259, 61, 1933. 6) Dieselben, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
210, 129, 1932. 7) E. Waldschmidt-Leitz, P. Stadler u. F. Steigerwald, 
ebenda 183, 39, 1929. 8) H. Holter. diese Zeitschr. 255, 160, 1932. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung aut 
organische, auch nicht ionisierende Substanzen', 


Ill. Mitteilung: 


EinfluB von organischen Halogenverbindungen auf die Quellung von Stirke 
( Kartoffelstirke) *. 


Von 
J. R. Katz, F. J. F. Musehter jr. und A. Weidinger. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 16, Dezember 1932.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 
1. lonisierte Monohalogenverbindungen, 

Zur Verfiigung standen uns die Natriumsalze der drei Mono- 
halogenmethansulfosiuren, der drei Monohalogenessigsiuren (Chlor, 
— Brom, Jod) und der drei 8-Halogenpropion- 

| siuren (Chlor, Brom, Jod). Die Struktur- 
formel der erstgenannten Salze ist X .CH, 









67) 
.SO,Na, der  zweitgenannten X .CH, 
Na-Chlormethansulfon .CO,Na, die der letztgenannten Salze ist 
. Nall X .CH,. CH, .CO,Na. Cherdies konnten 
als ey pom lt wir zum Vergleich z-Brompropionat unter- 
a SUITONT) 


suchen (CH,.CH X : CO,Na) sowie Rhodan- 
acetat und Cyanacetat. Die Ergebnisse 

nach der gleichen Methode bei py — 6,7 ge- 
wonnen wie in der Abhandlung I und II 


x dieser Reihe! —— sind in Abb. 1, 2 und 8 dar- 
| MaJSodmethan - 


















stellt. 
sulfonat \ gestel 
\ 7 Wie man sieht, besteht ein groBer Unter- 
¥7) \ schied zwischen den drei Halogenen, und 
.* zwar ist in allen drei Fallen die Reihen- 
\ »: 
ad \ folge : 
\ J>Br>Cl>H 
Na J \ 
9g \ Rhodan (Acetat) liegt zwischen Jod und 
OW 08 2 


; ae Var Ane r. . rag > . 
Abb. 1. EinfluBd. Monohalogen- Brom, Cyan (Acetat) wirkt schwiacher als 
methansulfonate —(gestrichelt Chlor; Brom in «-Stellung wirkt schwacher 


sind zum Vergleich die Alkali- : ‘ 
halogenide eingezeichnet). als Brom in p-Stellung. 


! I. und II. Abhandl. dieser Reihe, diese Zeitschr. 257, 385 u. 397, 1933. 

2 In kiirzerer Form vorgetragen in der Versammlung der Abteilung 
Kolloidchemie des Vereins Niederlandischer Chemiker am 28. Mai zu Amster- 
dam und im Kolloquium des Kaiser Wilhelm-Instit. f physikal. Chemie 
zu Dahlem am 18. Juli 1932. 
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Vergleicht man diese Ergebnisse mit den elektrokapillaren Versuchen 
von Guye und Frumkin! an der Grenzfliche Quecksilber-—Wasser, 
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Abb. 2. 
Einflufi der Monohalogenacetate. 
: , 
so findet man bei den Mono- i 8 
halogenessigsiuren und den p- es 
Halogenpropionsauren eine auf-  # ; ' Za 
fallige Parallelitat. Auch dort IN. Na-Propionat 


wurde gefunden (fiir die GréBe Na-oc-Brompropionat 


der negativen Aufladung der | 
Grenzschicht) : 
J>Br>Cl. " | a 
Wegen der negativen Auf- | Na-f-Chlorpropionat 


ladung mu8B das Halogenatom Na-f-Brompropiorat 
vom Wasser abgewandt, die 
Carboxylgruppe dem Wasser zu- 
gewandt liegen. An der Grenz- 
fliche Wasser—-Luft sind diese 














elektrokapillaren Erscheinungen ~ | | a,b Joapropionat 
weniger ausgesprochen, so da | pie 

eine spezifische Anziehung durch  % 7, , WP 6 20 
das Quecksilber mit im Spiele zu oii : 

sein scheint. Organische Jod- EinfluB der Monchalogenpropionate. 


1 Zusammenfassende Darstellung bei A. Prumkin, Coll. Symp. Monogr. 
7, 95—97, 1930. 











78 J.R. Katz, F. J. F. Musehter jr. u. A. Weidinger: 
verbindungen geben auch eine enorme Erniedrigung der Oberflachen- | 


spannung an der Grenzfliche Wasser—-Quecksilber, vielmals starker als 
die entsprechenden Chlorverbindungen. 


2. Nichtionisierte Monohalogenverbindungen, 


Hier haben wir die analogen Verbindungen untersucht, welche 
statt einer Saure- eine Alkoholgruppe besitzen, also die £-Halogen- 
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aithylalkohole (die Athylenhalogenhydrine X .CH,.CH,OH) und die 
y-Halogenpropylalkohole (die Trimethylenhalogenhydrine X . CH, 
.CH,.CH,OH), und dabei Jod, Brom und Chlor verglichen. Auch 
konnte #-Cyanithylalkohol (f8-Oxypropionitril) verglichen werden. 
Die Ergebnisse haben wir in Abb. 4 und 5 abgebildet. Durch Ver- 
gleichung kann man aus diesen beiden Abbildungen die relative Inten- 










— Propylalkoho 
EA haters 


» Soapropylalkoho! 


y-Brompropylatkoho!l 


9-Chlorpropylatkohe 











Ab’. 
EinfluB der Monohalogenpropylalkohole. 


sitat der quellungsférdernden Wirkung von ionisierten und nicht- 
ionisierten Verbindungen ablesen. Die ionisierten und nichtionisierten 
haben im Durchschnitt eine gleich starke Wirkung: ein systematischer 
Vorzug der ionisierten Verbindungen besteht jedenfalls nicht. 

Wie man sieht, besteht bei den nichtionisierten Monohalogen- 
verbindungen gleichfalls die Beziehung 

J>Br>Cl 

und ist die Wirkung der nichtionisierten Verbindungen von dhnlicher 
Starke wie diejenige der ionisierten. 

Auffalligerweise ist das die gleiche Reihenfolge wie bei den Natrium- 
salzen der Halogenwasserstoffsaiuren. 


3. EinfluB der Anzahl Halogenatome im Molekiil. 


Mono-, Di- und Trichloracetat wurden miteinander verglichen; 
ebenso Mono-, Di- und Tribromacetat. Die Ergebnisse unserer Messungen 
sind in Abb. 6 und 7 wiedergegeben worden. Wie man sieht, ist dic 
quellungsfordernde Wirkung um so stirker, je gréBer die Anzahl Halogen- 
atome im Molekiil ist, und zwar ist wiederum regelmaBig die Wirkung 
der Bromverbindungen stirker als die der entsprechenden Chlor- 
verbindungen. 
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Zum gleichen Ergebnis ist A. Frumkin gekommen bei der Ver- 
gleichung der elektrischen Aufladungen an der Grenzfliche Wasser——Luft 
und an der Grenzfliche Wasser— Quecksilber!: 


3 Cl>2 Cl>Cl und 3 Br>2 Br> Br 
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EinfluB der Anzahl Chloratome im Molekiil bei den Acetaten. 


und zwar wird die vom Wasser abgewandte Seite um so stiarker negativ 
geladen, je mehr Halogenatome im Molekiil gebunden sind. Auch 


1 4. Frumkin, Coll. Symp. Monogr. 7, 95, 1930; Zeitschr. f. phys. 
Chem. 111, 193, 1924. 








— 





oo ae et A 





- Ver- 
-Luft 


egativ 
Auch 


phys. 





Die lyotrope Reihe bei der Quellung usw. III. sl 


sinkt die Oberflachenspannung in beiden Fallen um so mehr, je mehr 





Halogenatome im Molekiil sind. 
Vergleicht man jetzt auch die Mono- und die Trihalogenithyl- 
|  alkohole, so findet man wiederum, daB die quellungsférdernde Wirkung 
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Abb. 7. 
Einfiu{ der Anzahl Bromatome im Molekiil bei den Acetaten. 


um so starker ist, je mehr Halogenatome im Molekiil gebunden sind; 
Brom wirkt wiederum stiarker als Chlor (Abb. 8). Leider standen 
uns die Dihalogenaithylalkohole nicht zur Verfiigung. Es stellt sich 
ferner wiederum heraus, da8B ionisierende und nichtionisierende Tri- 
halogenverbindungen annihernd gleich stark quellungsférdernd wirken 
(Abb. 9). 
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Auch hier besteht wiederum Parallelismus mit den elektrokapillaren 
Untersuchungen Frumkins, der annahernd gleiche negative Auf- 
ladungen durch Chloralhydrat und durch Trichloressigsiure festgestellt 
hat (an der Grenzfliche Wasser—Luft und ebenso an der Grenzfliche 
Wasser—-Quecksilber). 
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4. Gibt es eine spezifische Bindung von organischen Halogenverbindungen 
an Stirke? 


G. Zemplén erwihnt in seinem schénen Referat iiber Starke im 
zweiten Bande von Abderhaldens Biochemischem Handlexikon folgende 
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diesbeziigliche Tatsachen!. Bei der Einwirkung von Chloroform auf 
Starke entsteht ein Produkt, das auf Zusatz von Wasser noch quillt, 
aber nicht mehr klebt und Chlor in fester Bindung enthalt. Bei der 
Anwendung von trockener Starke ist das Produkt auBerlich von ge- 
wohnlicher Starke kaum zu unterscheiden;: es gibt mit Jod auch Blau- 
firbung. Die Produkte aus angefeuchteter Starke zeigen beim Trocknen 
hornartige Beschaffenheit?. Gleiche Wirkung kann erzielt werden mit 
verschiedenen Halogenderivaten der Kohlenwasserstoffe, wobei die 
entstehenden Produkte folgenden Chlor- bzw. Brom- bzw. Jodgehalt 
zeigen. Mit Acetylentetrachlorid 2,22°,, mit ‘Tetrachlorithylen 
2.37° Chlor; mit Athylenbromid 3,99 °%, mit Athylbromid 204% 
Brom; mit Jodithyl 3,06°,, mit Jodoform 2,05°, Jod®. Diese Er- 


scheinung wurde von Zemplén als chemische Bindung eventuell 
von den oberflaichlichen Molekiilen der Stirkemicelle aufgefaBt. 


Dabei kann man an die Bildung von Oxoniumverbindungen denken. 
Auch die in dieser Abhandlung, sowie in der ersten Abhandlung dieser 
Reihe beschriebene  stirkere Wirkung der Halogenionen, als ihrer 
Wirkung an der Grenzfliche Wasser--Luft entspricht, redet fiir cine 
spezifische Anziehung der Halogenatome von seiten der Stirke. Aber 
entscheidend sind diese Griinde nicht. 


+. Versuch einer Erklirung 
der beobachteten quellungsférdernden Wirkune. 


Nehmen wir wiederum an, da die quellungsférdende Wirkung 
auf einer starken und polaren Adsorption der organischen Halogen- 
verbindungen an der Oberflaiche der Stairkemicelle beruht, so erhebt 
sich wiederum die Frage, wie man nun diese beiden Erscheinungen 
verkniipfen muB. Wir werden dabei vorliufig die gleiche Arbeits- 
hypothese annehmen, zu der wir in den beiden vorigen Abhandlungen 
gekommen sind*. Wir werden dann in den folgenden Abhandlungen 
dieser Reihe untersuchen wie schon in der ersten Abhandlung® 
kurz angedeutet wurde —, ob diese einfache Vorstellung geniigt oder 
durch eine andere, kompliziertere ersetzt werden muB. Nach dieser 


1 Biochemisches Handlexikon I!, S. 135. I9EL. Berlin, Julius 
Springer. 

2G. Hertel u. G. Hornung, D. R.-P. Kl. 120. Nr. 220850 vom 25. Miirz 
1909. 

3 Dieselben, D.R.-P. Kl. 120. Nr. 220851, vom 25. Marz 1909. 

4 T.und Il. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 257, 385, 397, 19338 
(im 6. Abschnitt). 

5 1, Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 257, 385, 1933; besonders 
im 6. Abschnitt. 
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einfachen Vorstellung wire etwa die quellungsférdernde Wirkung des 
Chloralhydrats wie folgt zu verstehen: 


(OH OH 
f ‘OH z iAH \ 
OH pO OH 
H be Cl, 5 ng H 
Cl Cl, 
jj 
£ c 
al A 
/ OW H H OH 
\_ OH, OH 
Die gestrichelten Linien stellen die Wassersphiren um die 


hydrophilen Gruppen des Chloralhydrats dar!. 


Die selteneren Chemikalien, welche in dieser Abhandlung verwendet 
worden sind, wurden bezogen von: Eastman Kodak Ltd. («- und £-Brom- 
propionséure, y-Chlor- und Brompropylalkohol); bei Dr. Fraenkel und 
Dr. Landau (Brom- und Jodessigsaéure, Cyanessigséure, 8-Chlor- und Brom- 
aithylalkohol); Dr. Th. Schuchardt (/}-Chlor- und Jodpropionsaéure, Dibrom- 
essigsiure); I. G. Farbenindustrie A.-G. (jodmethansulfosaures Natrium, Tri- 
chlor- und Tribrométhylalkohol); Schering-Kahlbaum (Tribromessigséure). 
Diese Chemikalien wurden, wo nétig, umkristallisiert. Selbst hergestellt 
wurden: /-Jodathylalkohol (nach A. Butlerowu. M. Ossokin, A. 144, 42, 1867) 
und y-Jodpropylalkohol (nach L. Henry, Chem. Centralbl. 1897, II, 344). 
Chlormethansulfoséiure wurde uns von Herrn Prof. H. J. Backer (Groningen) 
freundlichst zur Verfiigung gestellt, ebenso wie das brommethansulfosaure 
Natrium. Die mit den letztgenannten beiden Priparaten verglichene 
Methansulfoséure wurde von Dr. Fraenkel und Dr. Landau bezogen. 


? Willkiirlich in dieser Zeichnung ist die Lage des an die beiden H ydroxyl- 
gruppen gebundenen C-Atoms des Chloralhydrats. Zu entscheiden, ob 
dasselbe frei von der Oberflache, oder an dieselben adsorbiert liegt, bleibt 
weiteren Untersuchungen vorbehalten. 
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Uber den Einflu$ yon Braunkohle und Produkten 
aus Braunkohle auf das Pflanzenwachstum. 


Von 
W. Fuchs, R. Gagarin und Hilde Kothny. 
(Aus dem Chemisch-technischen Institut der Techn. Hochschule Aachen.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1932.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren hat man sich in Industrie und Wissenschaft 
vielfach mit dem Einflu8 beschaftigt, den verschiedene Kohlepraparate 
auf Pflanzenwuchs und Ernteertrag ausiiben. Nach den Angaben 
verschiedener Patente! erhalt man durch Erhitzen von Braunkohle 
mit Ammoniak (eventuell auch Alkalien) unter Druck, besonders bei 
gleichzeitiger Mitwirkung von Sauerstoff, stickstoffhaltige Produkte, 
die angeblich mehr als 20%, N enthalten und als Diingemittel wirken 
kénnen. Vor der Druckoxydation kann man nach Kissel die Kohle 
auch mit Séure vorbehandeln, eventuell auch bituminése Anteile mit 
Lésungsmitteln entfernen. 

Nach E. Hiltner® wirkte der Zusatz von | bis 3g Tierkohle zu Nahr- 
lésungen von Hafer und Senf nicht nur wachstumsférdernd, sondern unter- 
band auch die im Kontrollversuch auftretenden Krankheiten®. Sehr ein- 


1 Vel. z. B. Bayrische Stickstoffwerke Akt.-Ges., D. R.-P. 507320, 
Chem. Centralbl. 1980, Il. 2820; N.Caro u. A. R. Frank, Franz. Pat. 
689041, Chem. Centralbl. 1981, 1, 346; D. R.-P. 545923 und 545924; 
1932. I, 2628; D. R.-P. 559254; 1932. LI, 2866; N.V. Maatschappij tot 
Explottatie van Veredelingsprocedes, Engl. Pat. 342758, Chem. Centralbl. 
1931, Ll. 651; A.D. Kissel, Tschechosl. Pat. 30706, Chem. Centralbl. 
1932, I, 1570; Franz. Pat. 719261, Chem. Centralbl. 1982, I, 2505. 

2 Fortschritte d. Landwirtschaft 1, 329, 1926. 

3 Nach weiteren Angaben von £. Hiltner in F. Honcamp, Handbuch 
der Pflanzenernahrung und Diingemittellehre 1, 623, Berlin 1931, hatte 
man daran zu denken, daB zur Erzielung giinstigen Wachstums die Mit- 
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gehend hat sich A. D. Kissel! mit der Anwendung von Kohle als Diinge- 
mittel befabt. Ausgehend von der gartnerischen Erfahrung, da’ Kohle 
als Dungemittel dienen kann, brachte er Braunkohlenstaub oder nach den 
angegebenen Patenten hergestellte Kohlenpraparate in Mengen bis zu 
20000 kg/ha auf Riibenfelder und erzielte dabei eine Erntesteigerung von 
54 bis 55°,,. Lieske® bestatigte die giinstige Wirkung von Braunkohle und 
besonders der mit Ammoniak vorbehandelten Braunkohle auf das Pflanzen- 
wachstum; er erzielte auch mit nitrohuminsaurem Ammonium Ertrags- 
steigerung. Topfkulturen von Tabak ergaben, da®B schon durch einen ge- 
ringen Zusatz von nitrohuminsaurem Ammonium (0,07 g bei gleichzeitiger 
Gabe von 2,0g NH,NO,) Ertragssteigerung von mehr als 100°, herbei- 
gefiihrt werden konnte. Vouk*® fand, daB nur gewisse Braunkohlen die 
wachstumsférdernde Eigenschaft besitzen; die meisten Braunkohlen 
hemmten sogar das Wachstum. Auch mit giinstig wirkender Braunkohle 
zeigte sich nicht bei allen Pflanzen, vor allem nicht bei Leguminosen, ein 
gunstiges Ergebnis. Erfolgreiche Verwendung diirften nach Vouk manche 
Braunkohlen im Gartenbau und speziell bei Topfkulturen einiger Zier- 
und Germiisepflanzen finden kénnen. Die Wirkung zeigte sich hauptsiachlich 
in der Anreicherung der Blattsubstanz und betrug im Hd6chstfalle bei 
Asparagus Sprengeri fast 100°,. Braunkohiengemische mit lehmig-toniger 
Erde kénnten nach Vouk im Gartenbau als guter und praktischer Ersatz 
der Komposterde benutzt werden. Nach Nemec bewahren sich fiir Diinge- 
zwecke am besten solche Braunkohlenpraiparate, die in Wasser lésliche 
huminsaure Salze enthalten. Ein solches Priaparat sei z. B. das zu 93°, 
in Wasser lésliche Carbohumat von Kissel, durch welches nach Nemec 
die Bildung von Nitratstickstoff im Boden wesentlich geférdert und die 
Aufnahme von Phosphor und Kalium durch die Pflanzen gesteigert wird; 
besonders bei Humus- und naéhrstoffarmem Boden lieB sich eine befriedigende 
Steigerung der Ernteertrage erzielen. Die Angaben von Kissel iiber Carbo- 
humat konnten von J. Souéek® nicht bestatigt werden; ebenso fand G. v. 
Striinck® auf Grund seiner Versuche mit Sommergerste, daB Rohbraunkohle 


wirkung spezifischer Mikroorganismen vielleicht unerlaBlich ist. Man kann 
aber auch nach Arbeiten von W. B. Bottomley [Annals of Botany 28, 
501, 1914; 84, 345, 353, 1920; 38, 723, 1924; Proc. Roy. Soc. London (B) 
89, 102, 1915; (B) 89, 481, 1917; (B) 91, 83, 1920; Biochem. J. 14, 423, 
1920}, C. Olsen [Compt. rend. Labor. Carlsberg 18, Nr. 1, 1930; Chem. 
Centralbl. 1980, I, 2908], R. Lieske [Brennstoff-Chem. 12, 81, 1931], ferner 
von F. A. F.C. Went [vgl. Angew. Chem. 45, 392, 656, 1932] u. F. Kégl 
[vgl. Chem. Centralbl. 1982, I, 2481; Angew. Chem. 42, 656, 1932] an 
den EinfluB von definierten Wachstums- oder Wuchsstoffen denken 
(,,Auximone‘‘ von Bottomley, Citrate, ,,Auxin** von Kégl). 

! Trans. Fuel Conf. I, 8. 80, 1928; Paéliva a Topeni 10, 169, 1928; 
Chem. Centralbl. 1929, I, 938; Chemicky Obzor 4, 347, 1929; Chem. Centralbl. 
1930, I, 1673. 

2 Brennstoff-Chem. 12, 81, 426, 1931; Angew. Chem. 45, 121, 1932. 

3 Denksehr. Akad. Wiss. Wien, Math.-naturwiss. KIl., 103, 1931; 
Gartenbauwiss. 6, 55, 1931. 

4 Brennstoff-Chem. 13, 168, 1932. 

5 Zeitschr. f. Zuckerind. Gechoslovak. Republ. 56, 441, 1932; Chem. 
Centralbl. 1982, IT, 2099. 

® Chem.-Ztg. 56, 805, 1932. 
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und daraus hergestellte Praparate fiir die praktische Landwirtschaft kaum 
Bedeutung besitzen. 

Bei unseren Versuchen knipften wir an Arbeiten an, die der eine 
von uns schon vor Jahren begonnen hatte, aber seinerzeit nicht weiter- 
fiihren konnte. Damals schwebte als Ziel vor, ein Diingemittel zu 
schaffen, in welchem Ammoniak statt an Schwefelsiure an Kohle 
gebunden sein sollte. ,,Der Vorteil eines Diingemittels, in welchem die 
Schwefelsiure des schwefelsauren Ammoniaks durch organische Sub- 
stanz ersetzt ist, liegt auf der Hand!.** Dariiber hinaus verfolgten wir 
ein weiteres Ziel. Man kann den schlieBlichen Ertrag einer Vegetation 
auffassen als Ergebnis einer groBen Zahl biochemischer Prozesse, deren 
Geschwindigkeit und Ausbeute durch geeignete Bedingungen erhdht 
werden kénnte. Wir faBten den Gedanken, die Einstellung der Gleich- 
gewichte im Ablauf der Lebensprozesse durch Zufiigung von Katalysa- 
toren zu begiinstigen, um so Kulturperioden abzukiirzen und Ertrage 
zu steigern. Eine solche Wirkung lieBe sich z. B. mit der bekannten 
Wirkung erhéhter Temperatur bei chemischen Reaktionen vergleichen. 
Die verwendeten Kohlenpraiparate sollten uns sowohl als Trager von 
Nahrstoffen als auch als Trager von Katalysatoren dienen. 


Unsere Versuche zeigten bald, daB die Angaben der Literatur tiber 
die wachstumsférdernde Wirkung gewisser Zusatze richtig sind, daB 
aber diese Erscheinung ein naheres Studium erfordert. In einigen 
Vorversuchen priiften wir die Wirkung von Tierkohle, aktiver Kohle 
und Braunkohle; Braunkohle wirkte merklich starker als aktive Kohle 
und bei verschiedenen Pflanzen und verschiedenen Nahrstoffmengen 
auch stirker als Tierkohle. 


Beim weiteren Studium gingen wir davon aus, daB Braunkohle 
keine chemisch einheitliche Substanz ist, sondern ein Gemenge, dessen 
Bestandteile unméglich alle die gleiche Wirkung haben kénnen. Wir 
zerlegen deshalb Braunkohle zunachst in organische und anorganische 
Bestandteile. Durch passend gewahlte Veriinderungen sowohl der 
urspriinglichen Braunkohle als auch der Komponenten erhalten wir 
weitere Praparate fiir unsere Versuche. Die betreffenden Veranderungen 
geben uns neben der urspriinglichen Braunkohle die von Asche tunlichst 
befreite Braunkohle, ferner Schwelkoks, endlich Nitrohuminsiure als 
organische Bestandteile, die Mineralsubstanzen als anorganische Bestand- 
teile und Umsetzungsprodukte beider miteinander und mit Ammoniak 
als eine gemischte Gruppe in die Hand. Das folgende Schema Abb. 1 
gibt einen Uberblick iiber unsere wichtigsten Praparate. Ferner haben 


1 W. Fuchs, Die Chemie der Kohle, 8. 461. Berlin 1931. 
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wir die Wirkung einiger Metallsalze der Huminsaure sowie der Feuerungs- 
asche von Braunkohle auf das Pflanzenwachstum untersucht. 


fara {oin-s.} i [8 deiarl 9] Wh BM] 
Mit | | 
[en ai) hy i Lea] 














hert +MinsSubst 


+MinrSubst +Min=Subst + HH; 


* Wh, + Wy 
Abb. 1. 


Schema der verwendeten Priiparate. 


Was die Auswahl der Pflanzen betrifft, so arbeiteten wir zunichst 
mit Senf (Sinapis alba), Salat (Lactuca sativa), Bohne (Phaseolus 
vulgaris), Tomate (Solanum lycopersicum), Lein (Linum usitatissimum), 
Asparagus plumosus, Hafer (Avena sativa), Coleus hybridus, Primula 
obconica. 

Alle Versuche stellen wir im Glashaus an!. Wir arbeiteten zunachst 
mit Wasserkulturen, da diese nach unserer Uberzeugung und Erfahrung 
den besten Einblick in den Sachverhalt gewaihren kénnen. Auch haben 
die Wasserkulturen den Vorteil, daB man im Laufe eines Sommers 
mehrere Ernteperioden damit erzielen kann. Dann wurde zu Versuchen 
mit Topfkulturen tibergegangen, wobei wir unsere an Wasserkulturen 
gewonnenen Erfahrungen mit Erfolg anwenden konnten. 


Die einzelnen Pflanzen lassen wir im Falle von Wasserkulturen 
in 1 Liter Nahrlésung wachsen und fiigen im allgemeinen 1 g eines 
Kohlenpraparates oder die 1g Kohle entsprechende Menge des Pra- 
parates hinzu. Im Falle von Topfkulturen werden die Keimlinge in 
gute, gewéhnliche Gartenerde eingepflanzt, zu der 1°, eines Kohlen- 
praparates oder die dieser Menge Kohle entsprechende Menge eines 
Praparates zugesetzt wird. 

Angesichts der groBen Zahl von Zusitzen, die wir priiften, ist es 
zweckmabig, fiir diese Zusitze abgekiirzte Bezeichnungen zu gebrauchen, 
einerseits um die Ubersicht zu erleichtern, andererseits um die Dar- 


1 Fiir die Uberlassung des Glashauses sind wir Herrn Heinrich Geduldig, 
Aachen, zu groBem Dank verpflichtet. 
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stellung von schleppenden Ausdriicken méglichst frei zu halten. Wir 
benutzen folgende Bezeichnungen: 


B | g lufttrockene Rohbraunkohle der Grube Fortuna bei K6ln, 

M die aus 1 g B durch HCl entfernbaren Mineralsubstanzen, 

E 1 g mit HCl von Mineralsubstanzen M befreite Kohle Bb, 

K 1 g Schwelkoks aus Braunkohle B, 

Kg 1 g Schwelkoks aus der mit HCl von Mineralsubstanzen befreiten 
Kohle E, 

A Ammoniak, 

Nih-s. lg Nitrohuminséiure und Nih-Amm. Ig nitrohuminsaures 
Ammonium, 

Hu = lg eines Humats. 


Es sei hervorgehoben, daB es nicht gleichgiiltig ist, ob die Kohle 
mit Ammoniak zur Trockne eingedampft und dann verwendet wird 
oder ob eine ungefaihr entsprechende Menge Ammoniak in wisseriger 
Lésung, als A,.., bezeichnet, hinzugefiigt wird. Die erstere Vorgangs- 
weise liefert in den meisten Fallen unvergleichlich bessere Resultate, 
sei es, weil es auf eine genaue Neutralisation saurer Gruppen ankommt 
und alkalische Reaktion schidlich wirkt, sei es, weil durch das Ein- 
dampfen eine engere chemische Bindung zwischen Ammoniak und der 
Kohlensubstanz erfolgt. Es sei ferner hervorgehoben, daB die 1g 
Rohbraunkohle entsprechende Menge Mineralsubstanz M etwa 20 mg 
war und demgemaéB die 10g Kohle entsprechende Menge 10 M 0,2 g. 
Gegeniiber einer Nahrsalzmenge von etwa 3g in der Lésung kommt 
diese Menge quantitativ ebensowenig in Betracht wie die 20 bis 40 mg 
NHs, um die es sich im obigen Falle handelt. Die erzielten giinstigen 
Resultate kénnen also nicht gut mit einer Steigerung der Niahrsalz- 
konzentration durch die Zusitze erklirt werden. 

Durch Kombination der oben angegebenen Zeichen kann man 
leicht alle unsere Priparate nach Art und Herstellung beschreiben. 
So bedeutet z. B.: 


B+A 1 g mit Ammoniak versetzte und zur Trockne gebrachte 
Rohbraunkohle B, 

B+ 10M lg Kohle B, mit einer aus 10g Kohle B erhaltenen 
Menge Mineralsubstanz versetzt, 

Kp +A lg Schwelkoks aus der durch HCI von Mineral- 


substanz befreiten Kohle E, mit Ammoniak versetzt und 
zur Trockne gebracht, 

KE + Mr Awss = Kohle E, mit in Form von Carbonaten gefallten, aus |g 
Kohle B erhaltenen Mineralsubstanzen und mit 20 Milli 
gramm Ammoniak in wiasseriger Loésung versetzt. 


Nach einigen Wochen Versuchsdauer waren stets deutliche Effekte 
zu erkennen. Diese Effekte hielten wir photographisch fest und _ be- 


. 


schrieben sie ferner durch Feststellung der Erntegewichte, durch 
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Wachstumskurven und durch Zahlung der gebildeten Triebe. Aus 
dem Versuchsteil geht hervor, daB wir ohne Ausnahme in allen Fallen, 
auch bei Leguminosen, giinstige Ergebnisse erzielten, die sich in ippigerem 
Wachstum, in vermehrten Triebzahlen und erhéhtem Frisch- und 
Trockengewicht auBerten. 

Die Wirkung der Praparate ist von Pflanze zu Pflanze verschieden. 
In den meisten Fallen haben sich die kombinierten Praiparate aus E, 
M und A ganz besonders bewahrt. In vielen Fallen konnten die aus 
Schwelkoksen K und Ky hergestellten Priaparate, gegebenenfalls in 
Kombination mit A oder M, eine auBerordentlich giinstige Wirkung auf 
den Pflanzenwuchs ausiiben. Die Zusammenstellung der Ergebnisse 
und eine Ubersicht der Wirkung der Praparate auf verschiedene 
Pflanzen bringen die nachfolgenden Tabellen. 


Aus der Zusammenstellung ergibt sich, daB die Mineralbestandteile 
der Braunkohle im allgemeinen eine starkere Wirkung auf das Pflanzen- 
vachstum austiben, als wir vor unseren Versuchen annehmen konnten. 
Da es nicht unwahrscheinlich ist, da nur sehr geringe Mengen einer 
oder einiger Metallverbindungen diese Wirkung verursachen, wird 
die Mineralsubstanz der Braunkohle von Herrn J. Clermont eingehend 
spektralanalytisch untersucht, woriiber an anderer Stelle ausfiihrlich 
berichtet wird. Es wurde bisher die Anwesenheit folgender Elemente 
festgestellt: Ca, Mg, Ba, Na, Al, Fe, Mn, Si. 


Zur Deutung unserer Versuche méchten wir derzeit nur wenige 
Worte sagen. In der Literatur sind Theorien vertreten, denen zufolge 
der Wachstumseffekt durch Braunkohle entweder auf einer Beein- 
flussung mechanisch-physikalischer Eigenschaften des Bodens (Kissel) 
oder auf der Wirkung zusatzlicher Stickstoffernihrung (Vouk), oder 
auf der Beeinflussung der Durchlassigkeit der Pflanzenzellmembranen 
(Lieske), oder auf der Anreicherung der Bodenatmosphire an CO,* 
beruhen soll. Wir sind der Meinung, daB keine von diesen Theorien 
das Richtige treffen kann. Wir fiihren den Effekt auf die Wirksamkeit 
wasserléslicher, katalytisch wirkender Substanzen zuriick, welche die 
Ergiebigkeit der biochemisch wichtigen Reaktionen durch ihren EinfluB 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit in bekannter Weise erhéhen. Mit 
dieser Auffassung steht keine der vorliegenden Tatsachen im Wider- 
spruch. Dariiber hinaus bietet uns diese Theorie eine Arbeitshypothese, 
die uns schon bei der Durchfiihrung der hier mitgeteilten Versuche 
von Nutzen war, und die auch zu weiterer praktisch wichtiger Arbeit 
zu leiten vermag. 


* Siehe z. B. M.H. Liese und F. Bornemann, D.R.-P. Nr. 530225, 
Chem. Centralbl. 1931, II, 2203; J. Getler, Braunkohlenarchiv 1932. S. 43. 
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Beschreibung der Versuche. 


1. Verwendete Prdparate. 

a) Tierkohle und 

b) aktive Kohle aus der Sammlung des Instituts. 

c) Rheinische Braunkohle aus der Grube Fortuna bei Koln (B). 

d) Von Mineralbestandteilen mdglichst befreite Braunkohle,  ,.ent- 
aschte*’ Braunkohle (E). Diese wird hergestellt, indem Rheinische Braun- 
kohle in der Kalte mit einer dem Aschengehalt entsprechenden Menge 
Salzsiure behandelt, unter haufigem Umriihren lingere Zeit stehengelassen 
und schlieBlich abgesaugt und gut ausgewaschen wird. Die urspriingliche 
Rohbraunkohle (B) hat etwa 3°, Asche, die entaschte (KE) 0,4°,. 

e) Mineralsubstanzen der Braunkohle (M). Diese werden hergestellt. 
indem das nach d) erhaltene salzsaure Filtrat eingeengt und auf ein kleines 
Volumen aufgefiillt wird. Man erhalt eine schwach griinlich-gelbe, etwas 
triibe Fliissigkeit, von der wir abgemessene Anteile nach vorherigem Um.- 
schiitteln fiir die Versuche entnehmen. Wir stellen diese Lésung so ein. 
daB sie in 5cem die Mineralsubstanz von | g Kohle enthalt. 

f) Mit Ammoniak behandelte Braunkohle (B + A). Braunkohle wird 
mit konzentriertem Ammoniakwasser im Uberschu® iibergossen, auf dem 
Wasserbad zur Trockne eingedampft und weiter erhitzt, bis die Entwicklung 
von Ammoniak aufgehért hat. Der Stickstoffgehalt des Praparates betragt 
2,05°,. In gleicher Weise werden stickstoffhaltige Praparate aus ent- 
aschter Braunkohle, E + A, aus Schwelkoks, K A usw. hergestellt. In 
manchen Fallen fiigen wir den verwendeten Praiparaten erst beim Versuch 
eine gewisse Menge passend verdiinntes wisseriges Ammoniak zu. 

g) Die Praparate B und E werden im Aluminium-Schwelapparat ver- 
schwelt. Die verbleibenden Schwelkokse der Rohbraunkohle (IX) und der 
entaschten Braunkohle (Ky) werden entweder als solche oder nach Um- 
setzung mit Ammoniak verwendet. 

h) Aus der Rohbraunkohle wird nach der Vorschrift von W. Fuchs! 
sogenannte Nitrohuminsaure (Nih-s.) und daraus nitrohuminsaures Ammo 
nium (Nih-Amm.) hergestellt. 

i) Die aus Braunkohle erhaltene salzsaure Lésung der Mineralsubstanzen 
wird mit Sodalésung versetzt, der Niederschlag tiber Rohbraunkohle filtriert, 
das abgesaugte Praparat getrocknet und gleichmaBig verrieben. Mit Soda 
nicht fallbare Mineralsubstanzen bieiben natiirlich im Filtrat. Zum Unter- 
schied von der Mineralsubstanz ,.M*, die in ihrer wiisserigen Lésung als 
fliissiges Praiparat verwendet wird, werden die in Form von Carbonaten 
vorliegenden Mineralsubstanzen mit Mr bezeichnet. In gleicher Weise 
werden auch andere Praparate mit Mineralsubstanzen angereichert und 
ferner in einigen Fallen auch mit Ammoniak nach f) nachbehandelt. 

j) Die im wesentlichen aus Huminséuren bestehende  .,entaschte* 
Braunkohle E wird mit Acetaten verschiedener Metalle umgesetzt und die 
erhaltenen Produkte mit Wasser gewaschen und getrocknet. Auf diese 
Weise wird eine Reihe von Humaten (Ca-Hu, Fe-Hu u. a.m.) erhalten. 

Es sei noch erwahnt,. daB wir auch mit Feuerungsasche, die im Betriebe 
des mit Braunkohle arbeitenden Rheinischen Elektrizitatswerkes in groben 


! Brennstoff-Chem. 9, 178, 1928. 
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Mengen anfallt, Versuche gemacht haben. Wir verwendeten in Wasser- 
kulturen und in Toptkulturen die Asche entweder als solche oder nach 
Neutralisation mit CO,, HCl, HNO, oder in Kombination mit Kohle. 
Die Resultate verdienen aber keine besondere Hervorhebung. Die be- 
treffenden Versuche werden jedoch fortgesetzt. 


2. Verwendete Pflanzen. 


Sie wurden bereits genannt. Besonders hervorgehoben sei, dai wir 
mit hochgeziichtetem Samen der Tomatensorte Heterosis arbeiten konnten!?. 
Die Samen lassen wir in Porzellan- oder Glasschalen zwischen feuchtem 
Filterpapier unter Glasplatten keimen. Die Bohnen lassen wir zwischen 
feuchtem Sigemehl ankeimen, welches sich vor Einsatz in die Wasser- 
kulturen mit Wasser gut abspiilen laBt. 


3. Durchfiihrung der Wachstumsversuche. 

Nach der Vorkeimung der Samen kommen die Keimlinge, wenn sie 
groB genug geworden sind, in die Kulturen. Bei Wasserkulturen verwenden 
wir als GefiBe Einmacheglaser von | Liter Inhalt. Um der Bildung von 
Algen vorzubeugen, werden die Glaser mit schwarzem Glanzpapier, dessen 
schwarze Seite nach innen gekehrt ist, umgeben. Um ein Eindringen des 
Lichtes auch von oben zu verhiiten, wird der obere Rand mit schwarzem 
Spirituslack bestrichen. Als VerschluB8 dienen durchbohrte Korken, in 
welchen die Pflanzen mittels Wattepfropfen befestigt werden. Als Néahr- 
lésung verwenden wir meist die Nahrlésung nach Sachs, die aus einer Lésung 
von lg KNO,, 0,5g¢ Ca, (PO,4)s, 0,5 g CuSO,. 2 H,O, 0,5¢ MgSO,.7 H,O, 
05g NaCl und einem Tropfen einer 5°,igen FeCl, .6H,O-Lésung in 
1 Liter destillierten Wassers besteht. 

Fir die Topfversuche verwenden wir Tontépfe von durchschnittlich 
350 ¢ Erdinhalt, die mit guter, gewohnlicher Gartenerde gefiillt sind. 


Um die Wirkung unserer Kohlenpriparate bei Anwendung von 
verschiedenen Nahrlésungen zu vergleichen, wurden gleiche Praparate 
zu Nahrlésungen nach Sachs sowie nach Knopp hinzugefiigt. Die 
Nahrlésung nach Knopp enthalt in 1 Liter Wasser 0,572 g Ca(N Ox)o, 
0,143 ¢ KNO,, 0,71 g KCl, 0,143 g KH,PO,, 0,143 g¢ MgSO,, einen 
Tropfen 5%ige FeCl,.6H,O-Lésung. Als Versuchspflanze diente 
Senf. Die Ergebnisse, die in der Tabelle VI zusammengefaBt sind, 
zeigen, daB die Art der Nahrlésung die Wirkung der Praparate sehr 
stark beeinfluBt. Wahrend in der stirkeren Lésung nach Sachs die 
Zusitze E, M und B die wirksamsten sind, sind sie in der schwacheren 
Lésung nach Knopp eher wachstumshemmend; dies gilt besonders 
fiir M, ferner auch fiir E, aber nicht fiir B. 


1 Wir sind dem Mendeleum in Eisgrub, Siidmahren, fiir die Uber- 
lassung einer ausreichenden Menge dieser Samen sehr zu Dank verpflichtet. 
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4. Erlduterungen zu den Tabellen I bis V1. 


In der Uberschrift sind drei Tagesdaten angegeben; das erste bezieht 
sich auf den Anfang der Vorkeimung, das zweite gibt den Zeitpunkt an, 
wann die Keimlinge in die Kultur gebracht wurden, das dritte zeigt den 
Zeitpunkt des Einstellens des Versuchs an. Dahinter steht in Klammern 
die Gesamtdauer des Wachstums, Keimung inbegriffen. 


In der ersten senkrechten Spalte sind die abgekiirzten Bezeichnungen 
der verwendeten Priparate angegeben, itiber die Abkiirzungen s. oben. 
Die Zahlen der zweiten senkrechten Spalte geben die Reihenfolge der er- 
zielten Endgewichte an, vom schlechtesten zum besten Versuchsergebnis 
ansteigend. 


Die Ergebnisse der Versuche mit Humaten, mit Nitrohuminsaéure und 
mit nitrohuminsaurem Ammonium als Zusétze sind am SchluB der Tabellen 
angegeben. Die Zahlen der Reihenfolgen, mit Buchstaben kombiniert. 
geben dann die Stellen an, die sich auf die Versuchsreihen mit anderen 
Kohlenpraparaten beziehen, so z. B. bedeutet 4a eine Mittelstellung zwischen 
4 und 5. 

In der nachfolgenden Spalte sind die gewogenen Griin- oder Trocken- 
gewichte der Pflanzen in Gramm nach Abbrechen des Versuchs angegeben. 
Die Zahlen der nachstfolgenden Spalte zeigen das Verhiltnis zu den Er- 
gebnissen des Kontrollversuchs, wenn das Gewicht der Kontrollpflanzen 
gleich 100 gesetzt wird. 

Alle Versuche wurden gleichzeitig in drei Parallelreihen angesetzt; die 
angegebenen Pflanzengewichte stellen die Summe der Gewichte dreier 
Pflanzen dar. Sowohl die Gewichts- wie auch die Verhaltniszahlen sind 
selbstversténdlich nicht als absolute, sondern lediglich als Vergleichszahlen 
zu betrachten, da die Pflanzengewichte von der Wachstumsdauer und von 
der Jahreszeit stark abhangig sind. 


Tabelle J. 
Salat in Wasserkulturen. 


Erste Versuchsreihe. 13. VI.; 22. VI.; 15. VII. (1 Monat.) 





Zusatz — Pan Verhiltnis — poms g Verhaltnis 

ai. .« 1 0,32 22 2  0,0327 ay 
ae 2 0,35 24 1 0,0299 28 
K + A,.. 3 0,39 27 3 0,9349 31 
— 4 1,45 100 4 0.1127 100 

Ky ee . 5 9,22 636 5 0,5376 477 
B+ 10M, 6 10,26 708 6 0,6291 5d8 
Beg. ae 5 7 11,65 803 7 0,6477 568 
B+ Beis 8 18,50 1276 8 1,1411 1912 
B+A. ‘ 9 23,27 1605 9 1,3491 1189 
B+ 10M, + Av. 10 25,72 1774 10 1.5551 1380 
Nih-Amm. ..... 4a 5,12 353 4a O1711 152 
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Zweite Versuchsreihe. 


hny: 


19. VILI.; 30. VIII; 24. LX. (1'/, Monat). 











Zusatz — Bec Verbiltnis — poco sl Verhaltnis 
1 0.52 100 1 0,0410 100 
ale ae sar 9 2,70 519 9 0.1556 380 
B+ 10 My 6 437 244 S 0.0844 206 
wor 10 2.80 538 10 0.1674 408 
B+aA. ‘ 4 0,95 183 5 0.0729 176 
B+10M,+ A... . 15 4,00 769 15 0.2476 604 
E+A. ‘ 2 0,70 135 2 0.0456 111 
es 3 0.80 154 4 0.0706 172 
K+A.. 5 1,15 221 6 0.0788 192 
K + 10 M; 7 1,40 269 7 0.0804 196 
3 Beira ins se, Sew 8 1,50 288 3 0.0688 16S 
K + 10 M, + A,,, 11 2.90 558 12 0.1914 457 
M. 12 3,05 586 11 0,1720 420 
M+ Ave - 13 3,10 596 13 0,224 494 
hK+A+M 14 3,62 696 14 0.2352 574 
k+M , 16 5,15 990 16 0.2906 709 
E+ M + A... 17 9,65 1856 17 0.5064 1235 
Tabelle Il. 
Bohne in Wasserkulturen. 
31. V., 15. VI, 16. VIT. (11), Monate). 
Zusatz Reihenfolge Griingewicht Verhaltnis 
in, 1 10,35 90 
- 2 11,50 190 
M + A... 3 19,10 167 
M. 4 22.20 193 
kh is D 26,10 227 
at's 6 32,20 280 
B + A... 7 46,20 402 
B 8 46,50 404 
Kp 9 48,80 424 
ae 10 53,90 469 
B-+- A 11 69,00 609 
10M. . 12 70,30 611 
Kp + Ayes - 13 71,00 617 
B+ 10M; 14 89,10 775 
10M + A,.,. - 15 93,50 813 
16 98.50 857 


a +} 2. 








tnis 








EinfluB von 


Tabelle 111. 


Tomaten in Wasserkulturen. 


Erste Versuchsreihe. 


8. X. (2 Monate). 


9. VITII., 18. VIIL., 





Braunkohle usw. auf das Ptlanzenwachstum. 








Saeehe Reihen- Griin- Ver- Reihen- lrocken- Ver 
folge gewicht hiltnis folge gewicht hal 

M+ Avs 1 1,25 4 l 0.0150 3 
B+A 2 2.10 35 2 O155S 34 
$+ 10M, 3 4,32 72 3 0.2942 65 
K + 5,92 49 5 0.6350 141 
D 6.00 100 4 0.4519 100 

_ eee 6 10,50 175 11 1, 1800 261 
3+10M,;+A 7 11.56 193 6 0.6882 152 
kK+M+A. S 12.00 200 7 0.7500 12 
I A y 12,05 201 9 O.S400 IS6 
k + M 10) 12,2 203 S (18520 Is4 
B. . 11 13.1 218 10 1,1649 255 
I > oo 12 22,6 377 12 1,6300 ob] 
E+M + A,,, 13 26.1 435 14 22348 444 
E \ M 14 26,4 440) 15 2.4748 O45 
 ~ 15 27,1 452 13 1.7834 B99 

kK +A Ptlanzen werden gelb und gehen bald ein 
Zweite Versuchsreihe. 
8. IX., 20. IX., 24. X. (1*/, Monate). 

Zusatz “folge | gewicht —haltnis —folge”—gewieht haltnis 

M + A... - 2 OSD 170 2 0,05 167 
B+A.. 4 1.1 220 4 0,08 267 
B+ 10M, . 6 2.6 520 6 0.14 467 
ke 5 2,1 430 5 0.12 400 
- 1 O05 100 1 0,03 100 

_ eee oe 8 3,8 769 8 0,23 733 
B + 10 M; +A 9 4,1 820 y 0.26 S67 
BK +A 3 0.9 180) 3 0,05 167 
Me -< 10 5,65 1130 10 0,30 1000 
E+M... 7 3,8 760 7 0,20 667 
E+M+A,.. 13 11,9 2380 13 0,62 2067 
R+A+M 11 8.4 1680 1 0.44 1467 
hR+M 12 S,S 1760 12 0.45 1500 


f° 




















96 W. Fuchs, R. Gagarin u. H. Kothny: 
Tabelle IV. 
Tomaten in Topfkulturen. 
10. VIII., 27. VIII., 12. X. (2 Monate). 
‘ Reihen-  Griin- Ver- on Reihen-  Griin- Ver 
Zusatz folge gewicht hiltnis Zusatz folge gewicht haltnis 
kK 1 62.5 87 | B+A. 15 1015 142 
eae 2 70,2 98 | Ky +10M,. 16 113,0 | 158 
K + 10M, 3 70,2 98 FE+A.... 17 12265 172 
B+ 10M,. 4 70,2 98 | ky +10M+A 18 130,55 183 
- 5 71,5 100 | Mn-Hu. Oa 50,4 70 
Ky . 6 72,2 101 | Ca-Hu . Ob 52.4 77 
We. as 7 73.8 103 | Sr-Hu 0¢ 52.4 77 
k++ A 8 82.0 115 | Ce-Hu . Od 56,5 79 
kK +M 9 83,2 116 | U-Hu Oe 60,0 84 
E+A+M. 10 84,7 118 | Nih-s. of 60,1 84 
M ates 11 86,5 121 | Fe-Hu . la 66,0 92 
Kp+A... 12 90,0 126 | Na-Hu . 7a 75,5 | 105 
K + 10M;+ A 13 96,0 134 | K-Hu 10a 85,2 | 119 
B+ 10 My 14 98,1 137 
Tabelle V. 
Senf in Topfkulturen. 
3. IX.. 14. [X., 24. X. (12/; Monate). 
sies '|Reihen-| Griin- | Ver- a Reihen-| Griin- | Ver- 
Zusatz idee aowiahe haltnis Zusatz ma \gewicht| haltnis 
B. ; 1 asl oe... . 15 | 32,05 712 
Par 2 4.0 89 | Kp+A. . 16 33,0 733 
B+ 10M, . 3 4,1 91 TK+A. 17 | 35,0 778 
am 4 45; 100 JE+A 18 36,7 816 
K + 10M, . 5 5,3 | 118 | Ce-Hu Oa | 28 62 
Ky + 10 My 6 6,3 140 | Na-Hu Ob 3,4 76 
E+M 7 7,6 169 | Fe-Hu 4a 4,7 107 
aa eee 8 8,6 191 | Zn-Hu 4b 5,0 111 
Ky +10M,;+A 9 18,7 415 |Sr-Hu. . 4c 5, 113 
E+A+M = 10 22.0 489 | Nih-s.. . 5a 5.3 118 
B+10M,+A.. 11 24,55 544 |U-Hu. 5b 5, 131 
ee ae 12 25,2 559 |K-Hu. 7a 7,6 169 
K+10M,;+A. . 13 28,6 635 | Mn-Hu 78 i V2 171 
B+A. — 14 30,0 667 | Ca-Hu 8a | 10,5 233 
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Vergleich der Wirkung von Kohlenpr 


EintluB von Braunkohle usw. 


Tabelle VI. 


Sent als Versuchspflanze. 


ou. VIEL, 3. LX. 8. X. » Mon: 


ite). 


aut das Pflanzenwachstum 





7 


aparaten im verschiedenen Nahrlosunye Pr). 





Reihen- 


(Griin- Ven 


rewicht hiltnis 


Nahrl6sung nach Sachs 


1,57 100 
1,72 110 
1,75 111 
2,97 164 
2,85 182 
1,92 504 
8,12 17 
10.55 072 


Nahrlosung nach Knopp 


Zusatz folee 

l 

a 2 
ra. ) 
\ 4 
M, 5 
6 

7 

x 

2 

A. D 
+ A Ss 


0.80 100 
3.60 450 
5.76 720 
O95 119 
3.92 490) 
5.60 (O0 
0.50 63 
1.04 130 


ihen- 


olge 


te 


tc 


Procken 
rewicht 


0,12 
O15 
O10 
M20 
O.195 
ODT 
O55 


0.75 


0.067 


0.04 


O.OY 





ohne Zusatz B 


Senf in 


Biochemische Zeitschrift Band 2M, 


Abb. 2. 
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Abb. 3. 


Senf in Wasserkulturen 





E+M E+ A K+M K+ M 


Abb. 4. 


sSenf in Wasserkulturen. 


5. | ¢ rsuch we rqe bn 1SSE ° 


Die Tabelle VIL enthalt eine zusammenfassende Ubersicht iiber die 
wichtigsten Ergebnisse aller unserer Versuche. 

Die beschriebenen Versuche wurden im Laufe des Jahres 1932 
durchgefiihrt; die Arbeit wird fortgesetzt. Wir behalten uns weitere 
Untersuchungen auf diesem Gebiete vor, insbesondere auch hinsichtlich 
der Dosierung der Praparate, der Wirkung einzelner Mineralbestandteile, 
der Wasserstoffionenkonzentration und der nitrifizierenden Wirkung. 








Vil 


Tabelle 





Prlanzenwachstum. 


das 


aut 


Braunkohle usw. 


influlys von 

















VrTta-y { + Mota gipul \ iY OT 24 youputorz *y 
a +9 a shu won 
Loy MPOUSTOAIN [MN Ydosse yy top asst T Loynopogy yeu MI 
Ussstiqeaaly ynadsuk iV ’ “Uo yd Fisuns tle she ¢ Ay) y euyo vid Ii or 
vo uu (UY [o,, dodepur arya “Wot ad FOL + Md '2) Medayrpur depo Fu 









































ul -¥ 





WoydEw gms S 


Haholeatqiwdoy 





INYAL A Aye) 44 


ny-¥,) 
Mu 

Kol 
HUaydt Ww ay 


UA 





Z [FA) VAAN IPN Ytosse yy lop 
. 
IK Ol 


Ay °Z%) jae 








Nat 





uaypey ue 

























pun Ay cy sep yosne t lasseq sjojs uoyarn “Ay sne Ll] yRuINY-eN pun -y Younp Funsassoqie, opuoinepequy 4 
“PRUINY-BN A aloe yet i] 
pun | yay suns “vw n diy Ol 7 \ YW IMAL AY ut « nadsa PLM Udt{leatstPonssea . Uo eee 
} “LE “a6 “80 “=X HOA suns . fay Yoets des POd OY Uilog Gellyp ti] gue sig « ay lop [We dop as 
Udjsde dap UL OW PyaLMe pn os V+ uu ieye Inde A Ud TOW ~ 
yeuuny-yooy + ay ta jiloy . ) 
Wot ¢M 4004 
i : ‘era ae (SSM. JULULTS 0g 
W+V +0 CN+a OS“ V4tN4+4 AEST NY Sule] 
Alymunenh yqowy 
a) UZ) UDA 
ayruny ty iy SwortM ‘vty ydoy, sudraiudsy 
RY ‘ay UOA ORUINE, EM tg e | you} g joy, LA yuog 
v+tiwt+y “ y + PSIG ZGqy 'S JOssB AY pag 
‘B-YIN -O4 1} Vt+d 
‘Ay AS “BY SOY UOA apBUIN EP, sy iyv+tua Yyortty ty-4 NOL +t VOR] RY] doy, 
a Md 
» My wa aaeuny fwt+yt ay ft as “vtw+oa YOuy $7 JOSSB AY sp OFBUU 
a 
(Ay aepo y ‘q¢ dapo Sy yuu uoryeuiquioy ut aepo 
JU UOLRUIGUIOoy, UL yoru) Wy ula? WOT ieee - Ay [es +y youy é 18 JOSSU AA . 4 OUYOY 
SSM,, % ¢SSM,, SSM, SSM,, , \ (SSM,, ? ‘ ; , ities 
\ >“ ry M:N VtNOItd °° Vy Wr HOB RT JOSSH AY # HBLRG 
IZUESUZ APUIULUayst OZIUSNZ apulaydoOM Fiuysu Sia] soy DUNAITLIISSTRALIY 9 RULING [Y anjyjny OZURU 








ITA 91)PQUL 

















5 
# 
i 
% 
e 
i 
+ 


a Bry 


} 
; 
: 
i 











Uber die priparative 
Gewinnung der d-Galakturonsiure aus Pektin. 


Von 


Felix Ehrlich und Renate Guttmann. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 


Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 19, Dezember 1932.) 


Die in der Pflanzenwelt als Hauptbestandteil des Pektins weit- 
verbreitete d-Galakturonsdure ist wegen ihrer eigenartigen Konstitution 
und infolge ihrer vielfachen chemischen und biochemischen Beziehungen 
zu verschiedenen Naturprodukten in den letzten Jahren ein begehrtes 
Objekt der Forschung geworden. In zahireichen Arbeiten mit mehreren 
Mitarbeitern hat der eine! von uns seit dem Jahre 1917 gezeigt, daB die 
Pektine der verschiedensten Herkunft zur Gewinnung der kristalli- 


sierten d-Galakturonsaiure geeignet sind. Die dafiir gegebenen Vor- 
schriften sind neuerdings von einigen amerikanischen Autoren? iiber- 
nommen worden. Die eingehende Nachpriifung ihrer Angaben hat 
gezeigt, daB die unbedeutenden von ihnen vorgenommenen  Ab- 
anderungen unserer Methoden keinerlei’ Verbesserung, sondern cher 


eine Verschlechterung unserer Arbeitsweise bedeuten. 

Nach dem von uns bewahrt befundenen Verfahren gliedert sich 
die Methode zur Gewinnung von kristallisierter d-Galakturonsdure 
aus Pektin in drei Phasen: 1. Die Darstellung von Hydratopektin aus 
natiirlichem Pflanzenmaterial, 2. die Verarbeitung von Hydratopektin 


oF. Ehrlich, Chem.-Ztg. 41. 197. 1917: Deutsche Zuckerindustrie 49. 
1046, 1924; Chem. Centralbl. 1924, 11, 2797; F. Ehrlich uo Rov. Sommerfeld, 
diese Zeitschr. 168, 263, 1926; F. Ehrlich uc BF. Schubert, ebenda 169, 13, 
1926; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1974, 1929; F. Ehrlich u. A. Kosmahly, 
diese Zeitschr. 212, 162. 1929: F. Ehrlich, Cellulosechemie 1. 140. 1930; 
PF. Ehrlich in G. Klein, Handb. d. Pflanzenanalyse 3. 80, 1932. 

2 K.P. Link ue. A.D. Dickson, J. of biol. Chem. S86, 491, 1980; A. P. 
Link au. R. Nedden, ebenda 94, 307, 1931. 














IK. bherhlich a. R. Guttmann: Praparative Gewmnuny d. d-Galakturons. Lol 


auf Pektolsdaure! und 3. die Hydrolyse der Pektolsiure zu freier Galak- 
turonsaure. 

Die erste Phase der immerhin langwiecrigen Extraktion des Hyvdrato- 
pektins aus den pflanzlichen Rohstoffen mit heiBem Wasser, bei der man 
mit groBen Fhissigkeitsmengen opericren muBb, kommt nun in Wegfall, 
wenn man von technischen Pektinpraparaten ausgeht, wie solche in 
letzter Zeit vielfach in den Handel gebracht werden?. 

In Deutschland werden derartige Pektinextrakte in fliissiger und fester 
Form fiir die Zwecke der Geleefabrikation aus Apfeltrestern, die bei det 
Aptelmostbereitung abfallen, schon seit lingerer Zeit, besonders von den 
Pomosin-Werken in Frankfurt a. M. und in Raunheima. M.. in groBben Mengen 
hergestellt. Diese ein Hydratopektin der Apfel enthaltenden Praparate 
sind mehr oder minder stark gelb- bis rothraunlich gefarbt, und = die 
vleiche Farbe, die sich schon bei Beriihrung der zerkleinerten Apfel mit 
der Luft, vermutlich infolge einer Autoxyvdation, aus gewissen Saft bestand- 
teilen bildet, haftet auch hartnackig den aus den technischen Produkten 
gewonnenen Substanzen wie der Pektinsaéure und der Pektolsaure an, 
aus denen sie trotz mehrfacher Umftallung nicht zu entfernen ist. Hiet 
lieB sich indes ebenfalls zeigen, dali die nach unserem Verfahren leicht 
herstellbare gefarbte Pektolsiure aus Apfelpektin bei der Siéiurespaltung 
unter Druck Lésungen liefert. aus denen die Galakturonsaiure in reiner 
Form und guter Ausbeute wieder ohne Schwierigkeit zu erhalten war. 

Als noch geeignetere Ausgangsmaterialien fiir die Bereitung der Cralak- 
turonsaure erscheinen wegen threr gréberen Reinheit und thres hoheren Uron 
siiuregehaltes die aus Kalifornischen Obstfriichten fabrizierten amerikany- 
schen Pektinpulver, die in letzter Zeit in betrachtlichen Mengen nach Europa 
importiert werden und hier in Betrieben der Nahrungsmittelindustrien zu 
Zwecken der Gelierung vielfache Verwendung finden. Sie werden zumeist 
aus PreBriickstanden von Zitronen, Orangen und anderen Citrusfriichten 
hergestellt, die bei der Verarbeitung dieser Friichte auf Fruchtsafte, Frucht- 
siuren, aromatische Ole und Essenzen abfallen. Am bekanntesten unter 
diesen Praparaten sind die Produkte der California Fruit Growers Exchange 
in Ontario (Kalifornien), die unter der Bezeichnung .,Lemonpektin™ und 
..Citruspektin®’’ in den Handel kommen. Thre Fabrikation bestelht im 
wesentlichen darin, daB man die von Saftbestandteilen usw. mdglichst 
befreiten PreBriickstande der Citrusfriichte mit wiisserigen Loésungen 
organischer Sauren, meistens Citronensiure, bei etwa 90° auszieht. die 
Extrakte nach dem Einengen mit Alkohol fallt, die gallertartigen Pektin 
niederschlage abprebt, sie wiederholt mit Alkohol durchknetet und aus- 
wascht und die Masse sehlieBlich trocknet und zu Pulver verreibt. Diese 
nur wenig gelblich gefarbten lockeren Pektinpulver lésen sich gewoOlhnilich 
vollstandig in heiBem Wasser und besitzen die Fahigkeit. schon in geringen 
Mengen Zuckersirupe besonders stark zu gelieren, was auf ihren relatiy 


! Friiher Tetragalakturonsaiure a oder ¢ genannt. Vel. FB. Bhrlich u. 
I’. Schubert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1974. 1929; ferner fF. Bhrlich, 
diese Zeitschr. 250, 525, 1932. 

2 R. Sucharipa, Die Pektinstoffe. Braunschweig 1925; F. Ehrlich, 
Kapitel ,,Pektin’’ in Ullmanns Enzyvklopidie der technischen Chemie, 
2. Aufl., 8, 309—316, 1931. 
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lor KF. ehrlich u. R. Geattmann: 


hohen Gehalt an komplexer Galakturonsiure und an Methoxylgruppen 
zuruckzufiihren ist. Nach unseren Untersuchungen bestehen derartige 
Pektinpraparate aus einer Art Hydratopektin, das je nach der Darstellungs- 
weise wechselnde Gemische partiell hydrolysierter und verschieden  zu- 
summengesetzter Pektinséuren und ihrer Salze neben wenig Araban und 
geringen verunreinigenden Saftbestandteilen enthalt. Durch die Erhitzung 
mit Saurelésungen bei der Fabrikation ist offenbar ein groBer Teil det 
Gruppen der Kohlenhydrate, Arabinose und Galaktose, sowie der Acet yl- 
gruppen aus der urspriinglichen Pektinsaéure des Friichtepektins —ab- 
gesprengt worden, wodurch der Gehalt an Uronsaure und Methoxyl eine 
entsprechende Steigerung erfahren hat. Ein im Jahre 1929 von der amerika- 
nischen Fabrik bezogenes ,,Citruspektin®’ zeigte nach den hier im Institut 
ausgefiihrten Analysen folgende Zusammensetzung: Wasser 87°... Asche 
83°, (vorwiegend Ca und Mg), Galakturonsaure 62,9°,,. Methyialkohol 
7.3°,, Essigsdure 0,35°,, Arabinose 7.3°,,. Galaktose 0,3°,. 1 g des Pektins 


neutralisierte gegen Phenolphthalein 8.5 cem n 10 NaOH. Seine 0.25 °,ige 
wisserige Lésung zeigte pu 4.5. [a]p + 129.59 Von dem Pektin 
waren 6°, in heiBbem, 70°,igem Alkohol léslich, dieser alkoholische Extrakt 
enthielt’ stark linksdrehendes Araban. Auf Galakturonsiéiure berechnet 
betrigt der Gehalt an Methylalkohol 11,.7°,. Daraus geht hervor, dali 


das Pektinsaéuregemisch auBer dem Dimethylester der normalen Pektin- 
siure noch Trimethyl- und vielleicht auch Tetramethylester der komplexen 
Galakturonsiure enthalten haben muB, was vermutlich die hohe Crelier- 
kraft des Priaparates erklarlich macht. 

Aus einem .,Lemonpektin® derselben amerikanischen Fabrik haben 
wir ferner durch Fallung der wasserigen Lo6sung mit Alkohol unter Zusatz 
von Salzsiure eine Pektinséiure abgeschieden, die nach entsprechender 
Reinigung und vollstandiger Trocknung bei 78° im Vakuum folgendermaben 
zusammengesetzt war: Galakturonsiure 94,2°,, Methylalkohol 10,0°,,, 


Essigsiure 0,24°,, Arabinose 6,9°,, Galaktose 1,6°,, Asche 0,30°,. 1g der 
Pektinséiure neutralisierte 12.8cem n 10 NaOH. C 42.9°,., H  5,2°,. 


Molekulargewicht 1274. 

Auch hier ist der hohe Gehalt an Galakturon und Methoxyl und der 
geringe Gehalt an Arabinose, Galaktose und Acetyl besonders bemerkens- 
wert. 

Wir haben nun unsere frither an Pektinen verschiedener Herkunft 
erprobten Verfahren zur Gewinnung von d-Galakturonsaure auf der- 
artige technisch hergestellte Pektinpraparate iibertragen und méchten 
im folgenden iiber die hierbei erzielten neueren Erfahrungen berichten, 
die zur wesentlichen Vereinfachung und Verbesserung der Methoden 
im einzelnen gefiihrt haben. 

Das Prinzip unserer neuen Methodik besteht einmal in einer méglichst 
schnell durchgefiihrten partiellen Salzsiurehydrolyse des Citruspektins, 
wobei sich eine verhdltnismapig reine Pektolséure abscheidet in Mengen, 
die etwa 80%, der theoretisch méglichen Ausbeute entsprechen. Die hier 
fiir das Citruspektin gegebene Vorschrift ist auch auf jedes andere 
Hydratopektin, z. B. aus Apfeln, Riiben usw., mit gleichem Erfolg 
anwendbar. Die als Rohprodukt erhaltene Pektolsiure wird dann 
im Autoklaven einer kurzdauernden totalen Spaltung mit 1 °,iger 
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Schwefelsiure unterworfen und die entstandene Lésung nach Ent- 
fernung der Schwefelsiure durch genaue Ausfallung mit Barythydrat 
direkt durch Eindampfen und Behandeln mit Alkohol auf Aristallisierte 
d-Galakturonsdure verarbeitet, die gewohnlich in Ausheuten bis zu 30 
his 35°, der Theorie zu gewinnen war. 


In noch einfacherer Weise und mit noch giinstigerem Erfolg lieB 
sich die Darstellung der d-Galakturonsdure durch fermentative Spaltung 
der Pektolsdure erreichen, worauf bereits an anderer Stelle! vorlaufig 
hingewiesen war. Die hier mitgeteilten Beispiele fiir die Zerlegung 
der Pektolsiure mittels der Pektolase aus dem Penicillium Ehrlichii 
und aus dem Sekret der Weinbergschnecke zeigen; dab man auf diesem 
Wege fast die Halfte der in der angewandten Pektolsdure vorhandenen 
d-Galakturonsdure leicht in recht reiner Form isolieren kann. 


Zum Zweck des besseren Vergleichs haben wir dann noch, ausgehend 
von reiner d-Galakturonsaiure, ihr Bariumsalz dargestellt und niher 
untersucht. Es zeigte total getrocknet eine spezifische Drehung) von 
durchschnittlich [x7 + 29,0°, die niedriger war, als sie frither bei 
direkt aus der Spaltung von Pektinsiure und Pektolsiure abgeschie- 
denem Bariumsalz beobachtet wurde ?. 


Beschreibung der Versuche. 
Darstellung der Pektolsdure aus Citruspektin. 


Angewandt wurde ein im Sommer 1931 von der California Fruit Growers 
Exchange, Ontario, bezogenes Citruspektin. Das gelblich weibe Pulver 
enthielt lufttrocken 64,6°, Galakturonsdure, Cy HO. 


T50cem 5°.ige Salzsiiure wurden in einem = geriumigen Jenenser 
Rundkolben mit kurzem und sehr breitern Hals, der bis zur Halfte in ein 
schwach kochendes Wasserbad eingestellt war, unter kraftigem, mechani- 
schem Riihren schnell auf 70 bis 75° erwarmt. Unter weiterer Aufrecht- 
erhaltung dieser Temperatur und unter stetem Riihren wurde in die warme 
Fliissigkeit innerhalb von 5 Minuten portionsweise 50g Crtruspektin ein- 
getragen. Die Substanz léste sich unter anfanglicher Bildung von Kliimp- 
chen im Verlauf von etwa ' , Stunde zu einer homogenen, triben, schleimigen 
Lésung, die dann bei weiterem Erwirmen immer diinntliissiger wurde. 
Nach etwa einstiindigem Erhitzen vom Beginn des Versuchs an zeigte 
eine schnell auftretende dichte weiBliche Triibung die Abscheidung det 
Pektolsdure an, die in Form eines teinflockigen volumindésen Niederschlages 
bald die ganze Fliissigkeit erfiillte. Die vollstandige Abspaltung der Pektol- 
siure vollzog sich im Verlauf einer Versuchsdauer von etwa I! , Stunden 
im ganzen. Nach starkem Abkiihlen des Kolbens unter der Wasserleitung 
setzte sich die Pektolsaiure als wenig gefirbter kompakter Niederschlag 
aus der hellbraunen Lésung gut ab. Sie wurde auf groBe Schleicher & 


' FB. Ehrlich, diese Zeitschr. 250, 525, 1982; 261, 204, 1932. 
2 BF. Ehrlich, +. Sommerteld, F. Schubert ue A. KRosmahly. aca. O. 





A 
a 


he SP es ae 2: 


EP SS al ces 


a as oe 








104 F. Ehrlich u. R. Guttmann: 


Schillsche Saftfilter gebracht, wobei das Filtrat gew6hnlich schon in 
15 Minuten glatt ablief. Die zuriickbleibende fast reinweiBbe Pektolsiure 
wusch man zweimal mit je 600 ccm Wasser aus. Die zuletzt ablaufende 
fast farblose Waschfliissigkeit rief in dem salzsauren Filtrat eine Tritbung 
hervor, ein Zeichen dafiir, daB das Auswaschen der Salzsiiture im wesentlichen 
beendet war und daB die Pektolsaure bereits anfing, in die wisserige Lésung 
in geringen Mengen tiberzugehen. Nach gutem Abtropfen wurde die ver- 
bleibende feuchte Pektolsiure in ein Becherglas gebracht und hierin mit 
400 com 96° igem Alkohol auf dem Wasserbad etwa 30 Minuten lang zur 
Auslaugung von farbenden Verunremigungen und von Resten der Salzsiiure 
erwarmt, Die Masse lieb sich nun auf emer Nutsche tiber FlieSpapier 
gut absaugen und von dem gelblichen Filtrat trennen. Sie wurde dann 
nochmals mit 200 ¢cem Alkohol 20 Minuten erwiairmt und von neuer schart 
abgenutseht, wobei der Alkohol zumeist farblos abliet. sei dieser Be- 
handlung mit heiBem Alkohol ist eine partielle Veresterung! der Pektolsiiure 
nicht gu vermeiden, die aber unerheblich ist, wenn das Priparat, wie spiater 
heschrieben, tiir die Aufspaltung zu d-Galakturonsiure verwendet) wird. 
Die Pektolsiiure wurde schlieBlich in 200cem Ather einige Zeit aufge- 
schlammt, gut abgesaugt und im Luftstrom und in diinner Schicht bei 30 
bis 40° getrocknet. 


Auf diese Weise lieB sich aus 50 ¢ Citruspektin 28,5 g lufttrockenc 
Pektolsdure in Form eines lockeren nur schwach gelbstichigen Pulvers 
gewinnen, d.h. 56,6°%, auf angewandtes Citruspektin berechnet. 


Wie die Analysen zeigen, war das erhaltene Rohpraparat der 
Pektolsiure bereits ziemlich rein und konnte direkt fiir die im folgenden 
beschriebene Aufspaltung zur d-Galakturonsiure Verwendung finden. 
In lufttrockenem Zustand enthielt die rohe Pektolsdure 12,64°, H,O 
(bei 78° im Vakuum iiber P,O; weggetrocknet), 04°, Asche, 3,56°, 
Athoxyl, OC, H,; (in verseifbarer Esterform), und 91,4 °,, Galakturonsaure, 
CyH,)O, (durch CO,-Abspaltung mit heiBer 12°%iger HCl ermittelt?). 
Danach waren also mit Hilfe des obigen Verfahrens, auf den Uronsaure- 
gehalt des Ausgangsmaterials bezogen, rund 80°, der im Citruspektin 
enthaltenen Galakturonsdure mit Leichtigkeit in Form von Pektolsdure 
(Tetragalakturonsiure) abgespalten worden. Angesichts dieser guten 
Ausbeute kann man die in den salzsauren Waschwassern der Pektolsiaure 
noch verbleibenden Mengen von Uronsauresubstanzen fiir die folgende 
Darstellungsweise der d-Galakturonsiure vernachlassigen, da sie nur 
wenig rein und in einer schwer filtrierbaren schleimig-flockigen Form 
abscheidbar sind. Im obigen Falle war durch Eindampfen der triiben 
salzsauren Filtrate der Pektolsiure als schwerléslicher Niederschlag 
noch 2,8 g unreine Pektolsdure und aus ihren Filtraten durch Alkohol- 


' F. Ehrlich, diese Zeitschr. 250, 527, 1932. Uber die partielle und 
totale Veresterung der Pektolsiure werden F’. Ehrlich u. A. Kosmahly an 
anderer Stelle austiihrlich berichten. 

2 FY. Bhrlich in G, Klein, Handb. d. Pflanzenanalyse 8, 121, 1932. 
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fillung noch 3,3 ¢ Pektolactonsdure! zu isolieren, die stark aschehaltig 
war und deren weitere Reinigung sich sehr verlustreich gestaltete. 


Darstellung der d-Galakturonsdure durch Spaltung der Peltolsdure. 
I. Chemische Spaltung. 

Aus den neuerdings zahlreich angestellten) Versuchsreihen sei 
das folgende Beispiel als typisch herausgegriffen: 

Von der wie oben beschrieben aus Citruspektin hergestellten rohen 
lufttrockenen Pektolsdure mit einem CGehalt von 914° .. Chalalkturonsdiuire 
(auf CyH yO; berechnet) wurden 30g mit 500 cem 1° vig. Schwetelsiure 
in einem Porzellanbecher im Autoklaven zumichst mittels eines starken 
Gasbrenners schnell etwa innerhalb 10 Minuten auf 4 bis 4'/, Atii, ent- 
sprechend 145 bis 150° gemessener AuBentemperatur, erhitzt und dann 
mittels einer kleinen Flamme ungefihr 18 bis 20 Minuten auf diesem Druck 
gehalten, worauf man das Druckgefaib abkiihlen lieB. Die erhaltene rot- 
braun gefarbte Lésung, die nach Furfurol und karamelahnlich roch, reduzierte 
Fehlingsche Lésung bereits in der Kalte stark. Zur Ausfallung der Schwefel 
siiure wurde das Hydrolysat mit einer hei bereiteten Auflésung von 16.0 2 
Ba(OH),.8 H,O in 400 cem Wasser (d.h. also mit einem kleinen Uber- 
schubB tiber die berechnete Menge) versetzt und auf dem Wasserbad noch 
kurze Zeit unter haufigem Umriihren mit aktiver Kohle behandelt. Den 
gesamten Niederschlag saugte man dann nach Beimischung von etwas 
Kieselgur auf der Nutsche ab, wusch den Riickstand gut mit heiBem Wasser 
aus und engte die gesammelten hellgelben Filtrate im Vakuum bei 30 bis 40° 
auf etwa 50 ccm eines gelblichen bis bréunlichen diinnfliissigen Sirups ein, 
der nunmehr in 500 cem 96°,igen Alkohol unter gutem Umiriihren ein- 
gegossen wurde. Von der entstandenen flockigen Fallung wurde die Losung 
iiber Kohle blank abfiltriert und das wenig gefarbte alkoholische Filtrat 
zunachst im Vakuum bei 30 bis 32° auf etwa 40 cem und schlieBlich bei 
Zimmertemperatur im Vakuumexsikkator iiber Chlorealcium zu einem 
rotbraunlichen, klaren Sirup konzentriert. Die Kristallisation von Cralak- 
turonsiure daraus erfolgte bereits spontan in einigen Stunden. Nach 
24 Stunden war ein diinnfliissiger Kristallbrei entstanden, der nach weiterem 
24stiindigem Stehen im Vakuum fast durchweg erhirtete. Der so erhaltene 
ziemlich feste Kristallkuchen im Gewicht von etwa 42 g¢ wurde mit 30 cem 
90°.igem Alkohol gut durchgeriihrt, der homogen gewordene Kristallbrei 
auf der Nutsche scharf abgesaugt, darauf dreimal mit je 30 cem 90° igem 
Alkohol, dann dreimal mit je 30cem 96°,igem Alkohol und schlieblich 
mit wenig Ather nachgewaschen. Nach dem Trocknen der Kristalle im 
Luftstrom und im Vakuum iiber CaCl, gewann man auf diese Weise ’.4 9 
schneeweipe, sehr reine d-Galakturonsdure in Form der %-Modifikation von 
der Formel CyH,jO; . HO. 


Spezifische Drehung der direkt erhaltenen x, d-Galakturonsdure 


0.1561 ¢ Substanz in lO cem H,O geldést; ¢ 136, ¢ = 2. 
2 Minuten nach dem Lésen x5? 2.979; [x }} 95,29, 
24 Stunden... a a3? 1.589; [ «7? 50.68, 
' Friiher ,,Tetragalakturonséiure b“ benannt. Vel. FP. Bhrlich, diese 


Zeitschr. 250. 528, 1932. 
2 FY. Ehrlich wu. FB. Schubert. Ber. 62. 2014, 1929, 
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106 F. Ehrlich up R. Grattmann: 


Durch EKindampfen der alkoholischen Filtrate im Vakuum bei 30 bis 35° 
lieB sich noch ein dunkelrotbrauner Sirup erzielen, der nach einigem Stehen 
kristallisierte und bei gleicher Aufarbeitung, wie oben angegeben, nach 
2 Tagen noch 1,1 ¢ reinweife d-Galakturonsdure lieferte. Die Gesamtausbeute 
aus 30g lufttrockener roher Pektolsiure belief sich demnach auf 10.0 q 
d-CGalakturonsdure, CoH yO; . HO, dh. auf 33.4°,, der theoretisch méglichen 
Ausbeute, bezogen auf den Uronsiuregehalt der angewandten Pektolsiure. 

Kine weitere Aufarbeitung der Mutterlaugen von der zweiten Kristall- 
fraktion lohnt sich im allgemeinen nicht. Man erhielt auch in diesem Falle 
nureinen braunen Sirup, der selbst nach langem Stehen nicht mehr kristalli- 
sierte. Da er die typische rote Bleireaktion' auf Calakturonsiure stets 
noch deutlich gibt, haben wir schon triher? daraut hingewiesen, dali er diese 
Verbindung noch in Form ihres Anhydrids, des Galakturons, enthalt, das 
im Gegensatz zu dem leicht kristallisierenden Glycuron bisher nicht kristallin 
zu gewinnen war. Doch war auch durch Behandlung mit Barytwasser, 
die zu einer Aufspaltung des Anhydrids zu der entsprechenden Saure hatte 
fiihren miissen, und durch nachfolgende Abscheidung und Zerlegung ent- 
standener Bariumsalze aus solchen Sirupen kristallisierte Galakturonsaure 
nur noch in Spuren zu isolieren. Dagegen fand sich in diesen Sirupen stets 
die schon gleich nach der Hydrolyse zu beobachtende, in der Kalte kriaftig 
reduzierende Substanz stark angereichert, in der vermutlich ein Furan- 
derivat vorliegt oder eine Ketocarbonsiure vom Typus der C,- oder C,- 
Spaltkérper, die auch in dem roten Bleisalz anzutreffen sind. — Unter- 
suchungen hiertiber sind noch im Gange. 

Falls die nach dem obigen Verfahren meist schon recht rein anfallende 
Galakturonsiure noch einer weiteren Reinigung bedarf, so ist diese nach 
unseren Erfahrungen am besten in der Weise vorzunehmen, dai man die 
Substanz in der doppelten Menge Wasser lést, die wasserige Lésung, wenn 
dies nétig sein sollte, tiber Kieselgur vollkommen klar filtriert und sie dann 
mit der etwa fiinf- bis sechsfachen Menge von 96°,igem Alkohol vermischt. 
Nach Beimpften und Reiben kristallisiert die in den Eisschrank eingestellte 
Mischung sehr bald und erstarrt schlieBlich zu einem dichten Brei drusen- 
formig aneinander gelagerter feiner Kristallnadeln. Die Kristalle lassen 
sich leicht direkt auf der Nutsche absaugen. Sie werden gut mit 96°,igem 
Alkohol und Ather gewaschen und erst an der Luft und dann im Vakuum 
iiber CaCl, getrocknet. 


Il. Fermentative Spaltung. 


1. Hydrolyse der Pektolsdure zu d-Galakturonsdure durch Pektolase aus 
Penicillium Ehrlichii. Als Ferment diente das, wie friither® beschrieben, aus 
Penicillium Ehrlichii durch Ziichtung auf einer Mischung von Hefewasser, 
Malzauszug und Citruspektin gewonnene trockene Pektolasepraparat E 31. 
das sich als sehr wirksam erwies. 

10g lufttrockene rohe Pektolsiure mit einem Uronsi&iuregehalt von 93,2 °,, 
wurden mit 40 cem n/l NaOH partiell neutralisiert und in 1 Liter Wasser 
gelést. Die Lésung zeigte «#} - 2,569 (7 = 1) und pu = 5.9. Zur Lésung 
setzte man dann 1,0g Pektolaseferment E 31 und 20cem = Toluol und 


' FF. Ehrlich, Ber. 65, 352, 1932. 
2 FEF. Ehrlich u. F. Schubert. Ber. 62. 1987, 1929. 
3 FB. Ehrlich, diese Zeitschrift 251, 216, 1932. 
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schtittelte das Ganze in einer verschlossenen Flasche kraftig einige Minuten 
durch. Nach 10 Minuten war in einer klar filtrierten Probe der Losung 
x7? +- 2.50° (1 1) und pr unverdndert 5,9. Die Flasche mit dem 
Fermentansatz wurde nunmehr im Brutschrank bei 30° aufbewahrt. Nach 
Verlauf von 8 Tagen wurde der Versuch abgebrochen. Die tiber Kieselyur 
klar filtrierte gesamte Fliissigkeit drehte nur noch 23} O84 (1 1), 
wahrend px auf 4,6 abgesunken war. Sie reduzierte Fehlingsche Losung 
in der Hitze sehr stark und gab eine kraftige, ziegelrote Bleireaktion aut 
freie Galakturonséure. Zur Bindung der in der Losung vorhandenen 
basischen Bestandteile wurde die ganze Loésung nunmehr mit 42 ccm 
n H,SO, versetzt und darauf im Vakuurn bei 35 bis 40° auf etwa LOO com 
konzentriert. Zu der eingeengten Losung gab man dann unter gutem Kiihren 
langsam 500 cem 96°, igen Alkohol. Es bildete sich eine milchige Emulsion, 
aus der sich langsam eine graue, schmierige Substanz abschied. Nach 
Stehen tiber Nacht war die LoOsung fast vollig klar geworden, die abgeschiedene 
Substanz war zu einer halbfesten, zihen Masse erstarrt. Die klare Losuny 
lieB sich nun leicht von dem Bodensatz abgieBen. Die zuriickbleibende 
Substanz wurde mit etwa 100 cem 96°, igem Alkohol gut verrieben. wodurch 
sie hart und pulvrig wurde. Die Hauptmenge der fermentativ entstandenen 
(talakturonsaure war bei dieser ganzen Prozedur in dem Alkohol verblieben. 
Um sie aus diesem moéglichst aschefrei und besonders fret von Sulfaten zu 
gewinnen, hat es sich als vorteilhaft erwiesen, die gesamte alkoholische 
Lésung (etwa 600 com mit dem Waschalkohol) mit etwa 300 cem Ather zu 
versetzen. Die anfangs stark getriibte Losung klarte sich dann bei langerem 
Stehen unter Absatz von schmierenden Verunreinigungen, von denen al- 
gegossen wurde. Den 6ligen Riickstand rieb man noch mit Alkohol gut 
durch, wobei er allmahlich fest wurde. Der Waschalkohol wurde mit det 
alkoholisch-atherischen Lésung vereinigt und diese nach volliger Klarung 
durch Filtration itiber Kieselgur im Vakuum bei 30 bis 32° auf etwa 50 ccm 
und schlieBlich bei Zimmertemperatur iiber CaCl, zum Sirup eingeengt. 
wobei bereits die Kristallisation der Calakturonséure einsetzte. Nach 
mehrstiindigem Stehen war der ganze Sirup zu einer Kristallmasse erstarrt, 
die mit wenig 90°,igem Alkohol verrieben, auf der Nutsche abgesaugt, 
mit Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft und im Vakuum iiber 
CaCl, getrocknet wurde. Aus der Mutterlauge war nur noch sehr wenig 
Substanz zu erhalten. Im ganzen lief sich nach diesem Verfahren leicht 
1,0 q reine x, d-Galakturonsdure, C,H ,O;.H,O, gewinnen, die frei von 
Sulfaten war. Es entspricht dies einer Ausbeute von etwa 539°,, auf den 
Uronsaduregehalt der angewandten Pektolsaiure berechnet. 


Bei diesem Verfahren verbleibt indes noch ein Teil der CGalakturon 
siiure eingeschlossen in den mit dem Alkohol und Ather gefallten Sulfaten 
und Verunreinigungen. Im vorliegenden Falle liel’ sich diese teilweise 
gewinnen, indem man die gesammelten oben erhaltenen Niederschlage in 
etwa 30 ccm Wasser léste und die Lésung langsam unter Riihren mit etwa 
500 cem Alkohol vermischte, wobei Triibung eintrat und sich anfangs 
Sulfate, spater ein zihes Ol abschieden. Die klar gewordene Losung wurde 
vom Niederschlag abdekantiert, filtriert und im Vakuum bei 30 bis 32° 
auf etwa 20 ccm eingeengt und im Schalchen tiber CaCl, zum Sirup kon 
zentriert, der nach 24 Stunden zum harten Kristallkuchen erstarrte. Es 
wurden daraus nach derselben Methode, wie oben beschrieben, noch /.4 4 
reinweiBe d-Galakturonsdure erhalten, die sehr geringe Mengen von Sulfat 
enthielt.. Im ganzen war also schlieBlich aus 10 q Pektolsdure nach diesem 
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sehr eimftachen Verfahren 5,4qg  «, d-Galakturonsdure, CoHyO;.H,O. zu 
vewinnen, d.h. etwa 53°,, der theoretisch méglichen Ausbeute. 

2. Hydrolyse der Pektolsdure zu d-Galakturonsdaure durch Pektolase aus 
dem Sckret der Weinbergschnecke. Als Ferment wurde ein nach den Angaben 
von P. Karrer' aus Helix pomatia gesammelter Hepatopankreassaft benutzt, 
der, wie frither gezeigt*, eine sehr kraftig wirkende und lange haltbare 
Pektolase enthalt. Leem des angewandten Schneckensaftes entsprach 
ungefahr emer verarbeiteten Schnecke. 

104 lutttrockene rohe Pektolsdure, mit einem Cehalt von 93,2°,, Uron- 
siture, CyH,O;. wurden partiell mit 40cem n NaOH = neutralisiert, — in 
1000 com Wasser gelést und die L6sung mit 10 com Schneckensaft und 20 com 
Toluwol gut durchgeschiittelt in einer verschlossenen Flasche im Brutschrank 
bet 40° aufbewahrt. Eine Probe der mit Kieselgur klar filtrierten Losung 


zeigte anfangs aa 1,179 ( 0.5) und pu 5.7. Nach 8 Tagen wat 
die Drehung abgesunken auf x5) t+ 0,22 und py auf 4,6. Die Fliissigkeit 


reduzierte Fehlingsche Loésung sehr kraftig und gab intensiv die ziegelrote 
Bleireaktion auf freie Galakturonsiure. 

Die Aufarbeitung der fermentierten Lésung geschah in alinlicher Weise, 
wie oben angegeben. Die tiber Kieselgur geklarte Lésung wurde nach 
Zugabe von 44 ccm n H,SO, im Vakuum bei 30 bis 40° auf etwa 50 com 
konzentriert. Die erhaltene élige, triibe, braune Fliissigkeit wurde unter 
Rithren allmaéhlich mit 500 cem Alkohol und dann weiterhin mit 500 ccm 
Ather versetzt. Es schieden sich viel schleimige und kristalline Nieder- 
schlage aus, von denen nach langerem Absitzenlassen die Lésung kiar 
abtiltriert wurde. Die alkoholisch-atherische Lésung engte man im Vakuum 
bei 30 bis 32° zum diinnen Sirup ein, der, iiber CaCl, aufbewahrt, bald 
kristallisierte und nach 24 Stunden zu einem Kristallkuchen  erstarrte. 
In der iiblichen Weise mit 90°,igem Alkohol und Ather behandelt und 
getrocknet, erhielt man daraus 4,7 g vollkommen reine und aschefreie x, d- 
Galakturonsdure, (gH yO;.H,O. Aus den Mutterlaugen waren noch etwa 
0,99 fast reine Galakturonsiure mit einer minimalen Menge Sulfatasche 
abzuscheiden. Im ganzen ergab sich also aus 10 q Pektolsdure eine Ausbeute 
von 9,69 «2, d-Galakturonsdure, C,H,O;.H,O, entsprechend etwa 55°, 
der Theorie. 

Die Hauptfraktion der Galakturonsaure wurde noch einmal in wenig 
Wasser gelést und aus der mit Kieselgur filtrierten Lésung durch Zusatz 
von viel Alkohol zur Kristallisation gebracht. Die gewaschene und _ itiber 
CaCl, im Vakuum getrocknete Substanz ergab die folgenden Analysenwerte : 


0,1512 g Substanz: 0.1867 g CO,, 0.0729 ¢ H,O. 
CyHyO;.H,O (mol 212). Ber.: C 33,96, H 5,66; 
get.: C 33,68, H 5,39. 


10g Substanz verbrauchte zur Neutralisation gegen Phenolplthalein 
46.4 com n/10 NaOH. Ber.: 47,2 cem n/10 NaOH. 


0,1174 ¢ Substanz in 10cem H,O gelést. ¢ 1.174. / i. 


I Minute nach dem Lésen «37 + 1,12°; [ «7? 95,140, 
24Stunden .,,, — + O59; [x ]F? 50,26, 


' P. Karrer, Kolloidzeitschr. 52, 304, 1930. 
2 F. Ehrlich, diese Zeitschr. 251, 221, 1932. 
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Bariumsalz der d-Galakturonsdaure, 
1. Neutralisation mit Barytwasser. 


1.78 
Wasser velost und nach Zugabe eres Troptens alkoholischer Phenol 


g reine d-Calakturonsaure, C,H ,O;.H,O. wurden in lO cem 
phthaleinlésung mit kalt gesattigter Barytlosung bis zur schwachen Rotung 
der Loésung titriert. Die sehwach alkalische Losung wurde bis zum Ver 
schwinden der Rottarbung mit) einigen  Wristallehen  Calakturonsaure 


0 


versetzt und die klare, farblose Fliissigkeit im Vakuwum bei 30 bis 35° aut 
20 cem eingeengt. Die konzentrierte, schwach gelbstichige Losung gol} 
man unter Riihren langsam in 200 cem 96° igen Alkohol ein, wobet aus 
der antangs milchig-triiben Losung das Bartumgalakturonat bald rein 
weil} austlockte und sich schnell absetzte. Das Salz lied sich auf der Nutsche 
gut absaugen. Es wurde mit Alkohol und Ather gewaschen und im Exsikkaton 
iiher Schwefelsaure im Vakuum getrocknet. Aushbeute 2.5 q larbloses Barium 
salz der d-Galakturonsdaure, 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuumn tiber P,O, bis zur Gewichts 


konstanz bet 78° getrocknet. 


O2390 ¢ Substanz: 0.1063 ¢ BasO,. 


(CgH,O-)2Ba (mol 523.5). Ber.: Ba 26,24; gef.: Ba 26,17. 
Spezilische Drehung. 01244 ¢ Substanz in LOO ccm HLO gelost. / 2. 
xD 0,729; (a}7F 28,94. 


2. Neutralisation mit Bartumearbonat. 

Zu 2.0 g reiner xz d-Galakturonsaure, in LO cem Wasser gelést, wurde 
unter Erwarmen in einer Schale auf dem Wasserbad eine Aufschlaimimunyg 
der berechneten Menge von analysenreinem Bariumearbonat (0.93 ¢) in 
50 cem Wasser gefiigt. Das Carbonat ging bis auf eine geringe Menge rasch 
in Lésung, nach ' , Stunde waren auch die letzten Spuren gelést. Die 
nunmehr gegen Lackmus neutrale Lo6sung hatte sich schwach gelb gefarbt. 
Sie wurde klar filtriert im Vakuum bei 30 bis 35° auf etwa 20 ccm eimgeengt. 
Die konzentrierte. hellgelbe Lésung ergab berm Eimgieben im 200 cem 
96° igen Alkohol eine Abscheidung von reinweiBem Bariumesalz in Flocken, 
die dariiberstehende Flissigkeit bheb aber aueh nach langeren: Stehen 
stark milchig getriibt. Dureh wiederholtes Absaugen aut dermselben Filter 
lieB sich die Lésung auch von dem in’ Emulsion betindlichen Bariumsalz 
klar abtrennen. Dieses verblieb schlieBlich auf der Nutsehe und konnte 
nach Auswaschen mit Alkohol und Ather nach dem Troeknen im Vakuum 
liber H,SO, als reinweibes Salz erhalten werden. Ausbeute 2.4 q Bartum 
salz der d-Galakturonsédure. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum tiber P,O, ber 78° bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


0.1949 ¢ Substanz: O.OS73 ¢ BasQ,. 


(C,H,O;),Ba. Ber.: Ba 26,24; gef.: Ba 26,36. 


Spezifische Drehung. 0.2126 ¢ Substanz in lO cem HO gelost. / 2: 
x3) 1,249; | x13) 29, 16°. 


Der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft sind wir fiir die Cre 
wahrung von Mitteln zur Durehfiihrung dieser Arbeit zu groBem Danke 


verptlichtet. 
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Beitriige zur Kenntnis des Carotins. 


l. Mitteilung: 


Neue Methoden zur Darstellung, Nachweis und Bestimmung. 


Von 
N. T. Deleano und J. Dick. 


(Aus dem Institut fiir analytische Chemie der Universitat) Bukarest.) 


(Eingeqangen am 21, Dezember 1932.) 


I. Einleitung. 

Die Bedeutung, zu der das pflanzliche Carotin in den letzten Jahren 
gelangte, findet darin seine Erkliarung, dab es heute als das Provitamin 
des tierischen antixerophthalmischen bzw. wachstumsfordernden Faktors 
(Vitamin A) betrachtet wird. Die Frage des Carotins scheint noch bei 
weitem nicht ersch6pft zu sein, einerseits sowohl betreffs seiner noch nicht 
vollkommen aufgeklirten physiologischen Rolle im Pflanzenleben, wie 
auch betreffs seiner wahrscheinlichen Umbildung im tierischen Orga- 
nismus nach der Aufnahme durch die Pflanzennahrung, andererseits 
zufolge neuester Versuche, die einwandfrei bewiesen zu haben scheinen, 
daB das Carotin eine wachstumsférdernde Wirkung hat. 

Wir beabsichtigen in vorliegender Arbeit, das Carotin hinsichtlich 
seiner Extraktion, seines qualitativen Nachweises und seiner quanti- 
tativen Bestimmung zu untersuchen. Die mannigfachen Extraktions- 
methoden, bei welchen bisweilen ein groBer Teil des Carotins durch 
Oxydation zerstért wird, und die an Genauigkeit oft viel zu wiinschen 
ubriglassenden Nachweis- und Bestimmungsverfahren gaben uns den 
Gedanken, diese Forschungen wieder aufzunehmen. Unsere Frage- 
stellung ist also folgende: 

1. ein bequemes Extraktionsverfahren zu finden, das leicht an- 
wendbar ist und zu jeder Zeit die quantitative Ausbeutung des 
Carotins ermdéglicht : 

2. eine empfindliche Nachweismethode aufzufinden: 

3. ein bequemes Bestimmungsverfahren zu finden, mittels dessen 
das Carotin sowohl makro- als auch mikrochemisch mdéglichst 
genau bestimmt werden kann: 

4. Anwendung der Extraktions- und Bestimmungsmethoden an 
verschiedenen Objekten. 
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N. T. Deleano u. J. Diek: Carotin l. Lil 


Il. Vergleichende Beurteilung und Beschreibung der neuen’ Extraktions-. 
Nachweis- und Bestimmunesverfahren, 


A. Darst llungd des Carotins. 


lL. Aus Mohrriben. Das Carotin wird zum gréobBten Teile aus Karotten, 
ein’ kleinerer Teil aus Laubblattern gewonnen. 

Samtliche Gewinnungsmethoden reduzieren sich aut a) Preliverfahren. 
b) Verseifungsverfahren, ¢) Trocknungsvertahren. 

Unseren Versuchen, die bisherigen Ausbeuten am Carotin aus Moly 
riiben zu verbessern, ging eine Nachpriitung der verschiedenen CGrewinnungs 
methoden voraus. 

a) Das Arnaud sche! Vertahren PreBrertahren) weist folvende Nach 
teile auf. Das Abfiltrieren des mit Bleiacetat erhaltenen Niederschlages 
aus dem PrebBsaft ist besonders umstandlich. und ein mehr oder weniger 
quantitatives Abtrennen desselben nimmt mehrere Tage in Anspruch, 
wahrenddessen eine Crarung der Masse sehr schwer zu vermeiden ist. Das 
Verfahren ergab eime Ausheute von 0.0007 Carotin (tirisch) von BF. 15 
his 176° (nicht korrigiert), die betrachtlich hinter der Arnaudschen bleibt. 
was unzweifelhaft dem Unterschied an Reinheitsgrad zuzuschreiben ist. 

b) Bei dem Auszichen ungeprefiter Mohrriben nimimt die Trocknung 
sehr viel Zeit in Anspruch, wahrend deren ein grober Teil (etwa die Haltte 
des Carotins zerstért wird. Bei 45° getrocknete Karottenschnitzeln ergaben 
eine Ausheute ron O000TS Carotin (frisch F. 176°). jer 65 bis Toe 
getrocknete Karottenschnitzeln ergaben eine Ausheute ron haum O0002 
Carotm (frisch F. 176°). 

Sind die Proben nicht vollkommen trocken, so lassen sie sich mnfolge 


ihres Zuckergehaltes sehr schwer mahlen. Das Trocknen mu zuletzt im 
Vakuum vorgenommen werden. Um die Karottenschnitzeln rasch zu 


trocknen und so ein Oxydieren des Pigments nach Moglichkeit: zu verhindern, 
stellten wir mehrere Versuche an, die aber die Ausbeute an Carotin kaum 
zu vergréBern vermochten, da unsere gréBte Ausheute an sechsmal um- 


kristallisiertem reinen Carotin von F. 176° OD00S”°.” ergab. 

c) Mittels der Versetfung in der Hitze erhielten wir nach sechsmaligem 
Umkristallisieren ein Praparat von F. 172°, das kaum einer Ausheute von 
0,00035°., Carotin (frisch) entsprach. Sto/k und Mitarbeiter? erzielten 


unter gewissen Bedingungen auch mittels Verseifung bet Wasserbadtempe- 
ratur reines Carotin. 

Man kann also die Ausbeute an Carotin mittels Trocknen von un- 
gepreBten Karottenschnitzeln kaum erhéhen. Bei dem = vorausgehenden 
Pressen geht ein groBer Teil des Farbstotfs ebenfalls beim Trocknen ver- 
loren und nicht durch den PreBsatt, der ja auch verarbeitet wurde. 

DaB Moéhren viel mehr Carotin enthalten als die obigen Zahlen angeben, 
schien laut den kolorimetrischen Bestimmungen in frischen Karotten wahr- 
scheinlich, aber nicht einwandfrei bewiesen., um so mehr, da die Cregenwart 
wachsartiger Koérper und anderer organischer Pflanzensubstanz von braun- 
licher Farbe, besonders bei einigem Stehen der Probe. die Ergebnisse einer 
kolorimetrischen Bestimmung unzweitelhaft beeinflussen muf. 

Um nun den wirklichen Carotingehalt von Moédhren annahernd zur 
Ausbeute zu bringen, was gleichzeitig auch eine genauere Gehaltsbestimmung 


1 4. Arnaud, C. vr. 100, 752; 102, 1120. 1886. 
2 Van Stolk, H. J. Guilbert. H. Pénau ou. H. Simmonet, Bull. Soe. Chim. 
Biol. Nr. 6, S. 616 — 633, 1931. 
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ermoglichen wtrde, ware also vor allem das Troeknen auszuschlieBen, was 
andererseits wieder die Extraktion um vieles verkiizen wiirde. Wir stellten 
in dieser Richtung zahlreiche Versuche an und arbeiteten 
ein neues Extraktionsverfahren 

aus, das folgende Vorteile hat: 1. Herabsetzung der Extraktionsdauer, 
2. Erhéhung der Ausbeute um etwa 100°... 3. Es ist einfach und er. 
fordert keine besondere Apparatur. Das Verfahren erméglicht gleich 
zeitig eine bequeme Gehaltsbestimmung des Carotins in Moéhren. 

Prinzip des Verjahrens. Die in einer Hackmaschine ganz fein ze1 
kleinerte frische Moéhrenmasse wird leicht) ausgedriickt. die Fliissigkeit 
durch ein ganz feines Sieb getrieben. dann durch ein Faltenfilter gegossen. 
die vereinigten und etwas abgekiihlten Riickstande durch mehrmatliges 
UbergieBen mit Alkohol entwiissert. bei starkem Druck abgepreBt und det 
4iickstand im Perkolator mit Schwefelkohlenstoff oder Petrolather aus 
yvezoven. 

Arbeitsvorschrift. Die fein zermahiten Karotten bestehen aus Teilchen 
von etwa 1.5mm Durchmesser, so dab sie nach dem Entwiissern und Ab 
pressen leicht mit Schwefelkohlenstoff oder Petrolather ausgezogen werden 
konnen. Das Abfiltrieren der mit der Hand leicht ausgepreBten und durch 
ein Sieb Nr. 50 (40 Maschen Lem) getriebene Fliissigkeit bereitet keine 
besondere Schwierigkeiten. In 10 bis 12 Stunden lauft etwa 95°, det 
Flissigkeit durch ein Faltenfilter, und zwar was die Hauptsache tst 
fast ganz farblos, was uns von der v6lligen Abwesenheit des Carotins im 
Filtrat tiberzeugt., so dab dasselbe ohne weiteres vernachlassigt werden 
kann. Nach mehrmaligem Versetzen des etwas abgekiihlten (12 bis 15°) 
Riickstandes mit 95° ,igem Alkohol. Abfiltrieren. leichtem Ausdriicken und 
schlieBlichem Auspressen ergibt sich zwar ein gelb-braunlich gefarbter 
alkoholischer Auszug. der aber laut unseren Bestimmungen nur sehr 


geringe Mengen an Carotin enthalt. die kKaum @,.00002°.. (frisceh. also 
héchstens 1,.3°,, Carotin der Gesamtausbeute) betragen. Der alkoholische 


Auszug enthalt nebst der sehr geringen Menge an Carotin. das die L6sung 
schwach gelb farbt. auch die wasserlésliche, briunliche, organische Pflanzen- 
substanz, Spuren von Fett, wachsartige segleitstotfe u. a. (eventuell 
Nanthophyll), wodurch der Auszug die gelb-bréiunliche Farbe besitzt. Das 
Carotin wird derart von einem groben Teil seiner so schwer entfernbaren 
Begleitstoffe schon von vornherein betfreit. was seine spitere Reinigung 
bedeutend erleichtert. 

Wir konnten mittels dieses Verfahrens aus Moéhren iittlerer Sorte 
000155, reimes Carotin (F. 175 his 176°, nicht korriq.) isolieren (frisch). 
und so die Ausbeuten an Carotin, die mittels der bis jetzt bekannten Ver 
fahren zu erzielen sind, im allgemeinen wm etwa 100°. dibertreffen. Dahbei 
nimmt eine Extraktion nicht mehr als héchstens 36 Stunden in Anspruch. 

Wir benutzten dieses Verfahren auch zur Bestimmung des Carotins 
in Mohren (siehe ..Bestimmung des Carotins in Mohrriiben’*. S. 124). 

2. Aus Laubbldttern. Laubblitter dienen weniger hiaiutig zur Extraktion 
von Carotin, da sie einerseits auber dem letzteren auch Nanthophyll ent- 
halten, dessen Abtrennen stets Schwierigkeiten bereitet. und andererseits 
das Chlorophyll vorher verseift werden mub.  Erst Willstdtter und Mie! 
stellten gréBere Mengen von Carotin aus Blattern dar. Sie extrahieren 


1 PR. Willstdtter, IV. ua. W. Mieg, Ann. 355, 5, 1-28, 1907. 
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getrocknete (zweckmabiger griine) Brennesselblatter mit Petrolather und 
trennen Carotin von Xanthophyl! mittels der Arausschen Entmischungs- 
methode. Die Verfasser arbeiteten auf dieser Grundlage auch zur quanti- 
tativen Bestimmung der griinen und gelben Pigmente ein Verfahren aus!. 

Wir isolierten mittels des Wioilstdtterschen Verfahrens an reinem, 
sechsmal umkristallisiertem Carotin: 0,0073°, aus frischen Salix fragilis- 
Blattern und 0,008°, aus frischen Populus pyramidalis-Blattern (aut 
Frischsubstanz berechnet ). 

In kleineren Proben dieser Blatter bestimmten wir, nach der Ab- 
trennung des Carotins nach obigem Verfahren, auf kolorimetrischem Wege 
0,012°., Carotin in Salix fragilis-Blaittern und 0,0142°,, in Populus pyra- 
midalis-Blattern (frisch). 


Unser abgeaindertes Verfahren zur Darstellung und Bestimmung 
des Carotins aus Laubblattern. 


Da wir im Laufe unserer Versuche aus Laubblaittern vor allem 
das Carotin extrahieren wollten und da die atherischen Lésungen der 
gelben Pigmente sehr unbestandig und leicht oxydierbar sind, wie auch 
aus anderen technischen Griinden, wie das schwierige Absaugen der 
Flissigkeit durch die Talkschicht u. a., stellten wir Versuche an, das 
Verfahren von Wallstdtter einfacher zu gestalten und die Benutzung 
von Ather auszuschlieBen. Wir arbeiteten ein Verfahren aus, das eine 
leichte Darstellung und eine quantitative Bestimmung des Carotins 
aus Laubblattern erméglicht. 


Arbeitsvorschrift. Die zerschnittenen griinen Blatter werden in einem 
Mérser mit Glaspulver méglichst gut zerrieben, und zwar fiigt man zu 
je 100 g Blatter 20 g Glaspulver. Die Masse wird mit Alkohol angefeuchtet 
und auf Filtrierpapier mittels einer Nutsche gut abgesaugt. Nun wird 
die Masse auf der Nutsche wiederholt mit Alkohol iibergossen, mit einem 
Spatel aufgelockert und jedesmal nach 3 bis 5 Minuten langem Stehen 
gut abgesaugt, bis der Alkohol farblos durchlauft (gewéhnlich geniigt 
vier- bis fiinfmaliges Ausziehen). Jetzt versetzt man mit leichtsiedendem 
Petrolither und saugt nach 5 Minuten ab. Man wiederholt das Aus- 
ziehen, bis der Petrolather ebenfalls farblos durchlauft (gewéhnlich drei- 
bis viermal). Der Riickstand ist gelb-braun bis rétlich gefarbt. Er 
enthalt wasserlésliche (in Alkohol schwer lésliche) braune Farbstoffe, die 
mit Wasser iibrigens ausgezogen werden kénnen. 

Das Filtrat wird mit einer konz. holzgeist. KOH-L6sung versetzt, die 
20g KOH in 8cem Wasser und 100 ccm Methylalkohol enthalt. Man 
fiigt fiir je 250 ccm der Lésung 20cem KOH hinzu. Es entsteht ein mehr 
oder weniger klebriger Niederschlag von braunen Farbstoffen. Jetzt fiigt 
man etwas Wasser hinzu, laBt 20 Minuten stehen, bringt in einen Scheide- 
trichter und wascht mit Petrolather nach. Der braune Riickstand besteht 
ausschlieBlich aus gelb-braunen bis rétlichen Farbstoffen und lést sich in 
Wasser leicht auf. Man schiittelt die Lésung im Scheidetrichter tiichtig 
durch und entfernt nach einigem Stehen die griine (bréunliche) Chloro- 
phyllseife. 


1 R. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuch. ti. d. Assimil. d. Kohlensiure, 
Berlin 1918; Untersuch. ii. d. Chlorophyll TV. Berlin 1913. 
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Die zuriickbleibende, klare, gelbe Schicht ist das Rohearotin, das nun 
von Xanthophyll, wachsartigen Begleitstoffen, Fetten und etwa noch vor- 
handenen wasserléslichen braunen Farbstoffen befreit werden mub. Desa 
wird die Petrolitherschicht mit Wasser tnd einigen Tropten holzgeist. 
KOH-L6ésung versetzt um die noch vorhandetien braunen wasser- 
léslichen Farbstoffe und etwa Spuren von ChloreyhyH zu” éritfernet —, 
kraftig geschiittelt, nach einigen Minuten abgegossen, bzw. die wiisserige 
Schicht abflieBen gelassen und das Waschen mit Wasser noch drei- bis 
viermal wiederholt. Nun wascht man fiinfmal mit wasserigem Holzgeist, 
der 10 cem Wasser auf 100 com Methylalkohol enthalt, indem man jedesmal 
kraftig und anhaltend schiittelt und einige Minuten stehen laBt, dann 
dreimal abwechselnd mit Wasser und reinem Holzgeist, nachher drei- bis 
viermal mit wasserigem Alkohol, der 10 cem Wasser auf 100 cem 95° igen 
Alkohol enthalt und schlieBlich zweimal abwechselnd mit Wasser und 
95° igem Alkohol aus. Jedesmal wird kraftig geschiittelt und 3 bis 5 Minuten 
lang stehengelassen. Zuletzt wird nochmals mit 95°,igem Alkohol ge- 
waschen, nach 10 bis 15 Minuten abgegossen und die nun nur Carotin ent- 
haltende Petrolatherschicht im Vakuum eingeengt, mit ganz wenig CS, 
aufgenommen, mit absolutem Alkohol gefallt, 12 Stunden im Eisschrank 
stehengelassen, abfiltriert und einmal umkristallisiert. Man erhalt schon 
beim Beginn ein verhaltnismaBig reines Praparat, das von Xanthophyll, 
wachsartigen Begleitstoffen, Fetten u. a. fast ganz frei ist. 

Wir haben in dieser Weise aus griinen Bruchweideblattern 0,008°,., und 
aus Pyramidenpappelblattern 0,0095°., reines Carotin, (F. 176 bis 177°) 
auf Frischsubstanz berechnet, ésoliert. 

Dieses Extraktionsverfahren kann auch ohne weiteres zur quantitativen 
Abtrennung des Carotins in Laubblattern benutzt werden. Die im Scheide- 
trichter zuriickbleibende Petrolatherschicht wurde von uns kolorimetrisch 
gemessen. Wir fanden 0,0127°,, Carotin in griinen Salix fragilis-Blattern 
und 0,0148°,, Carotin in Populus pyramidalis-Blattern (frisch). 


B. Qualitativer Nachweis des Carotins. 

Zum Nachweis von Carotin sind mehrere Reaktionen vorgeschlagen 
worden, jedoch keine einzige spezifische. 

Die wichtigsten von ihnen kommen ganzen Korpergruppen, den 
Polyenen, wegen der in ihnen vorhandenen Systeme von konjugierten 
Doppelbindungen zu. Es sind Farbreaktionen, die zwischen Metallchloriden 
und Polyenen stattfinden. Welcher Natur diese Reaktionen sind, ist bisher 
noch nicht festgestellt worden. Euler und Willstaedt' vermuten, daB es 
sich um die Bildung von Molekularverbindungen handelt. Da diese Reak- 
tionen den meisten Olen und Fetten eigen sind, die A-Vitamin enthalten, 
gelangten sie in der neueren Vitaminchemie zu einer praktischen Bedeutung. 
Die wichtigste dieser Reaktionen ist die Blaufarbung, die SbCl, mit den 
Carotinoiden (Polyenen) bzw. mit dem A-Vitamin eingeht. Auber SbCL, 
eignen sich zum Nachweis des Carotins auch AsCl,, ZnCl, in HCl, ALC, 
Selensiure, fliissiges Phenol, Thymol, FeCl, CCl,.COQOH, SnCl,, 
POC! usw.. die meist Blaufarbungen aufweisen. Auch der intensive Farbton., 
den das Carotin in seinen Lésungsmitteln auch in den verdiinntesten 


1 H.v. Euler u. H. Willstaedt, Ark. Kemi. Mineral Geol. Abt. B, 10, 
Nr. 9, S. 1 —6. 
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Losungen aufweist, kann als charakteristisch betrachtet werden. Es werden 
weiterhin zahlreiche Substanzen als Reagens, das spektroskopische Ver- 
halten, seine gefarbten Lésungen in Saéuren, sein Verhalten im Licht. an 
der Luft, im Sauerstoff, gegen Oxydationsmittel, seine Jod- und Brom- 
verbindungen, sein Verhalten zu Chlor, zu Adsorptionsmitteln usw. zum 
Nachweis des Carotins (oft selbst in der Zelle) verwendet. 


a) Prifung und neuere Daten der Methoden. 


Wir priiften die wichtigsten Methoden, die zum qualitativen Nachweis 
des Carotins dienen, vor allem auf ihre Empfindlichkeit, um so mehr, da 
die diesbeziiglichen Angaben noch ausstehen und eine genaue Kenntnis 
des qualitativen Nachweises Grundbedingung fiir quantitative Arbeiten ist. 

1. Die SbCI,-Reaktion. Die bereits von Bertranc! erwihnten Nachteile 
dieser Reaktion miissen von uns ebenfalls bestatigt werden. Das Reaktions- 
gemisch wird in den meisten Fallen triibe. Es miissen sowohl das SbCl, 
als auch das Chloroform véllig wasserfrei sein. Spuren von Wasser bedingen 
eine Hydrolyse des SbCl;. Die Blaufarbung ist nicht bestaéndig. Das Carotin 
mu in Chloroform gelést vorliegen. 

Erfassungsgrenze (auf Tiipfelplatte): 2 7 Carotin. 

Grenzkonzentration (im Reagensglas): 1: 100000. 

2. Die AsCl,-Reaktion. Diese Reaktion ist leichter ausfiihrbar als die 
SbCl,-Reaktion, dagegen weniger empfindlich. Das Reaktionsgemisch 
wird nicht tribe. 

Erfassungsgrenze (auf Tiiptelplatte): 47 Carotin. Grenzkonzentration 
(im Reagensglas): J: 70000. 

3. Die FeCl,-Reaktion ist wenig empfindlich. Es wird am besten eine 
alkoholische Lésung angewendet. 

Erfassungsgrenze (auf Tiipfelplatte): 40 7 Carotin. Grenzkonzentration 
(im Reagensglas): J : 6250. 

4. Die AICl,-Reaktion, 

5. die ZnCl,-Reaktion und 

6. die SnCl,-Reaktion sind wenig empfindlich. 

7. Die CCl,—~COOH-Reaktion ist etwas empfindlicher. Sie kann in 
einer Petrolatherlésung ausgefiihrt werden. Der schmutzigblaue Farbton 
erreicht seine H6échstintensitat nach etwa 10 Minuten. Nach einigem 
Stehen wird die Lésung griin. 

Erfassungsgrenze (Tiipfelplatte): 6 7 Carotin. Grenzkonzentration 
(Reagensglas): 1: 25000. 

8. Die H,SO,-Reaktion. Es wird am besten eine alkoholische oder 
atherische Carotinlésung benutzt. 

Erfassungsgrenze (Tiipfelplatte): 2 
(Reagensglas): J: 100000. 

9. Die H NO,-Reaktion. Das Carotin wird am besten als alkoholische 
Lésung benutzt. Man kann auch eine atherische oder petrolitherische 
Lésung benutzen. Sie ist eine der empfindlichsten Reaktionen. 

Erfassungsgrenze (Tiipfelplatte): 1.5 » Carotin. | Grenzkonzentration 
(Reagensglas): 1: 150000. 

Liegt eine petrolatherische Lésung des Carotins vor, mul man dem 
Reaktionsgemisch einen Tropfen Wasser zufiigen. Der Farbton ist bei starker 
Verdiinnung griinlich und die Farbung voriibergehend. 


' Carotin. Grenzkonzentration 


‘ 


1S. H. Bertram, Koninckl. Akad., Wetensch. 32, 664 — 668. 
& * 
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10. Auch die verdiinntesten Lésungen des Carotins sind noch intensiv 
gefarbt. 

Die Eigentarbung einer petroldtherischen Lésung besitzt eine Erfassungs- 
grenze (auf Filtrierpapier; gelb) von 0,15 y» Carotin und eine Grenzkonzentra- 
tion (im Reagensglas): 1: 1600000. 

Die Eigenfaérbung einer dtherischen Lésung besitzt eine Erfassungs- 
grenze (auf Filtrierpapier; gelb) von 0,1 y Carotin und eine Grenzkonzentra- 
tion von 1; 2000000, 

Die Kigenfarbung einer CS,-Lésung besitzt eine Erfassungsgrenze (auf 
Filtrierpapier; blaB-orange-Rand) von 0,1 y Carotin und eine Grenzkonzen- 
tration von 1: 1250000. 

Die Eigenfarbung einer Chloroformlésung besitzt eine Erfassungs- 
grenze (auf Filtrierpapier; gelb) von 0,1 y Carotin und eine Grenzkonzentra- 
tion von 1; 1600000. 

Die Eigenfarbung einer Pyridinlésung besitzt eine Erfassungsgrenze 
(auf Filtrierpapier; gelb): 0,15 7 Carotin und eine Grenzkonzentration von 
1: 1600000. 

11. Es soll hier noch das Verhalten des Carotins in Eisessig erwahnt 
werden. Carotin farbt sich nach unseren Beobachtungen in Eisessig und 
konz. Essigsiure nach einigem Stehen griin, im Gegensatz zu H. Kylins! 
Feststellungen, nach welchen Carotin und Xanthophyll in Essigséure 
unverindert bleiben. Die Empfindlichkeit dieser Griinfirbung ist folgende : 
Erfassungsgrenze: 5 y Carotin. Grenzkonzentration: 1: 100000, d.h. 0.01 mg 
Carotin farben sich in 1 cem Eisessig griin, und zwar nach etwa 1 Stunde. 
0,005 mg Carotin in 0,5 ccm Petrolither gelést und auf einer Tiipfelplatte 
mit 0,5cem Essigséiure versetzt, fairben sich nach dem Verfliichtigen 
des Petrolaithers in 1 bis 2 Stunden schwach griin, in 6 bis 12 Stunden 
stark griin. 


b) Einabgeaindertes Verfahren zum makro-und mikrochemischen 
Nachweis des Carotins. 

Wir machten im Laufe unserer Versuche folgende Beobachtung. 
Versetzt man eine mit einer petrolitherischen Metallchlorid- oder 
Trichloressigsiurelésung blaugefdrbte petrolatherische Carotinlésung mit 
Wasser, so scheidet sich das Carotin in der petrolitherischen Schicht 
mit gelber Farbe quantitativ wieder aus. Die mit Schwefelsiure, Salpeter- 
saure u.a. erhaltene Blauférbung verschwindet beim Versetzen mit 
Wasser, ohne daB die gelbe Eigenfarbe des Carotins wieder zum Vor- 
schein kommt. Die Petrolitherschicht ist also in ersterem Falle gelb, 
bei einigem Stehen gelb-griinlich gefarbt, in letzterem Falle farblos. 
Worin liegt der Grund dieser Erscheinung? Es wire anzunehmen, 
daB bei der Blaufirbung des Carotins mit Metallchloriden oder Tri- 
chloressigsiure nicht die als Chromophor zu betrachtenden acht kon- 
jugierten Doppelbindungen mitwirken, im Einklang mit den bekannten 
Tatsachen, daB namlich bei der Hydrierung des Carotins Farblosigkeit 
bereits nach Aufnahme von 8 Molen H erreicht wird. 


' Harald Kylin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 166, 39—77. 
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Viel zwingender scheint die Vermutung ciner Unbestdndigheit der 
Verbindungen des Carotins mit Metallchloriden oder Trichloressigsdure. 
Es diirfte sich um Molekularverbindungen handeln, die durch Hydrolyse 
zersetzt werden und das Carotinmolekiil wieder frei geben. Nur so wire 
diese Erscheinung zu erklaren. 

DaB bei den mit Saéuren u.a. erhaltenen Blaufairbungen beim 
Versetzen mit Wasser die Eigenfarbe des Carotins nicht wiederkehrt, 
scheint durch die starke oxydierende Wirkung dieser Sauren erklirlich 
zu sein. Die als Chromophor der Carotinoide anzusprechenden Athylen- 
licken werden dabei zerstért. 

Auf Grund dieser Beobachtungen fiihren wir den Nachweis des 
Carotins mit T'richloressigsdure. Metallchloride sind dazu weniger 
geeignet, da sie teils beim Zersetzen mit Wasser gleichfalls hydrolysieren, 
teils, wenn sie nicht hydrolysieren, mit dem Carotin keine geniigend 
empfindliche Reaktion eingehen. So gibt die blaugefirbte Chloroform- 
lésung des SbCl,-Carotingemisches beim Versetzen mit Wasser zwar 
eine gelbgefarbte Chloroformschicht, die aber wegen des abgeschiedenen 
SbOCI nur schwer wahrgenommen werden kann.  Trichloressigsaiure 
hat dagegen den Vorteil, sich sowohl in Wasser als auch in dessen 
Abwesenheit in den Lésungsmitteln des Carotins: Petrolither, Ather, 
Chloroform, CS, u. a. zu lésen. 

Arbeitsvorschrift. Wir fiihren den Nachweis des Carotins mit 
Trichloressigsiure folgendermaBen: Man fiigt zu der petrolatherischen 
gelben Carotinlésung tropfenweise eine konzentrierte petrolatherische 
Trichloressigsiurelésung. Die gelbe Farbe des Carotins verschwindet, 
und es erscheint bei maBiger Konzentration der Carotinlésung eine 
schmutzig-blaue Farbung: bei Anwesenheit von geringen Mengen 
Carotin oder Spuren entfarbt sich die Lésung. Es soll kein grober 
Uberschu8 an Trichloressigsiiure verwendet werden. Bei verdiinnter 
Carotinlésung wird eine 10 °,ige Trichloressigsiurelésung in Petrolather 
benutzt. Versetzt man nun die blauen oder farblosen Lésungen mit 
Wasser (drei- bis achtfache Menge) und schiittelt, so geht das Carotin 
wieder mit gelber, bei einigem Stehen mit gelb-griinlicher Farbe quanti- 
tativ in die Petrolitherschicht iiber. Das Reaktionsgemisch soll nicht 
allzulange stehen bleiben. Diese Reaktion ist sehr empfindlich. Man 
kann das Carotin stets nachweisen, selbst wenn seine noch so schwach 
gefarbten Lésungen vorliegen. Da nun die Eigenfarbe des Carotins 
auBerordentlich intensiv ist, kann man Spuren desselben mittels dieser 
Reaktion nachweisen. Die Erfassungsgrenze und Grenzkonzentration 
dieser Reaktion kommen den bei der Eigenfarbe des Carotins in seinen 
Lésungsmitteln angegebenen Zahlen nahe. 


Die Erfassungsgrenze einer petrolatherischen Lésung ist 0,2 y Carotin, 
die Grenzkonzentration 1: 660000. Man kann also 0.0015 mg Carotin 
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in leem Petrolither noch nachweisen. Fiihrt man die Reaktion in 
einem Kapillarrohr oder speziellen Reagensglas aus, so kann man noch 
0,0005 mg in 0,2 bis 0.3 cem Petrolather nachweisen. Bringt man einen 
Tropfen einer petrolatherischen Carotinlésung, die 0,0002 mg Carotin 
enthalt, auf ein Filtrierpapier, so bildet sich ein gelber Fleck, der mit 
einem Tropfen einer 5°,igen petrolatherischen Trichloressigsiurelésung 
verschwindet. Versetzt man mit einem Tropfen Wasser, so erscheint 
der kaum zu beobachtende Fleck mit gefairbtem Rande wieder. 

Die Erfassungsgrenze einer dtherischen Lésung ist 0,15 7 Carotin, die 
Grenzkonzentration: 1; 1000000. 

Die Erfassungsgrenze einer CS,-Lésung ist 0,15 » Carotin und die 
Grenzkonzentration 1: 1000000. Es erscheinen gelbe bzw. schwach rosa- 
orange gefarbte Réander. 

Die Erjassungsgrenze einer Chloroformlésung ist 0,3 7 Carotin und die 
Grenzkonzentration 1: 600000. Technik wie oben. 


C. Quantitative Bestimmung des Carotins. 


Abgesehen von den physikalischen und physiologischen Verfahren 
wurde das Carotin bis jetzt nur kolorimetrisch bestimmt.  Letzteres 
beruht auf dem kolorimetrischen Vergleich unbekannter Carotinlésungen 
mit Carotinvergleichslésungen, kiinstlichen Farbstoffen oder organischen 
gelb gefirbten Kérper. Dabei kann die Eigenfarbe des Carotins selbst 
oder die mit Metallchloriden (besonders SbCl,) erhaltene Blaufarbung 
benutzt werden. Sie erfordern also entweder reine Carotinpraparate, 
deren Darstellung einen groBen Zeitaufwand bedeutet und die un- 
bestandig sind, oder man ist gezwungen, Farbstoffe zu benutzen, deren 
Absorptionsspektrum von dem des Carotins selbstredend abweicht, 
wodurch das Verfahren von Grund aus ungenau wird. 


a) Priifung der kolorimetrischen Methoden. 


Als Vergleichslésungen wurden Lésungen eines reinen, sechsmal um- 
kristallisierten (F. 176°) Carotins von verschiedener Konzentration 
benutzt. Die Lésungen wurden in einem Dubosque-Kolorimeter bei 10 bis 
40mm Schichthéhe verglichen. Zur Bestimmung der Ablesefehler wurden 
Lésungen von gleicher Konzentration verglichen. Die maximalen Be- 
stimmungsfehler betragen im Durchschnitt bei einer Carotinkonzentration 
1: 50000 8 bis 8,5°.; bei einer Carotinkonzentration von 1: 100000 etwa 
11°,; bei einer Carotinkonzentration 1 : 200000 etwa 34 bis 38°, (Naheres 
siehe im III. Teil). Was verdiinntere Carotinlésungen betrifft, sind diese 
kaum ablesbar; auch mit Blaufilter nicht. Die Anwendung von Blaufiltern 
verbessert die Ergebnisse auch bei konzentrierten Lésungen kaum. 

Das Vergleichen der mit SbCl, in Chloroformlésung blaugefarbten 
Carotinlésung ergab bedeutend gréBere Fehler, als bei Messungen mit der 
Kigenfarbung des Carotins zu beobachten sind, was unzweifelhaft einerseits 
der Tritbung, andererseits der Unbestandigkeit der Blaufarbung zuzuschreiben 
ist, da blaugefairbte Lésungen bekanntlich doch mit kleineren Fehlern 
abzulesen sind. 
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Die maximalen Bestimmungstehler sind hier im Durchschnitt bei einer 
Carotinkonzentration von 1: 20000 8,35°,; bei einer Carotinkonzentration 
1: 50000 11,80°,, und bei einer Carotinkonzentration von i: LoQO0O 
42,90°.. Das Carotin ist also bei einer Verdiinnung von |: l0OQ0O00 mittels 
SbCl, nicht mehr zu bestimmen. 

Wie aus obigen Zahlen ersichtlich ist, eignet sich das kolorimetrische 
Verfahren im allgemeinen nicht zur Bestimmung des Carotins. Es ist 
héchstens zur Ermittlung von Naiherungswerten zu benutzen. Allerdings 
diirften mit konzentrierteren Lésungen bessere Ergebnisse zu erzielen 
sein. Die Ablesefehler beziehen sich selbstredend auf vollig — reines 
Carotin und miissen vor allem der gelben Farbe der verdiinnten Lésung 
zugeschrieben werden. Sind dem Carotin frémde, braungefirbte, 
wasserlésliche Farbstoffe beigemengt, so sind die Fehler bedeutend 
gréBer. Benutzt man wasserige Vergleichslésungen (kiinstliche Farb- 
stoffe), so sind die Fehler infolge der Dampfdruckdifferenz der wasserigen 
Losung und der organischen Lésungsmittel natiirlich noch gréBer. 


b) Ein neues Verfahren zur makro- und mikrochemischen 
Bestimmung des Carotins. 


Um ein genaues und praktisches Verfahren zur Bestimmung des 
Carotins auf chemischem Wege auszuarbeiten, das auch eine Mikro- 
bestimmung erméglicht, schien bloB ein maBanalytisches Verfahren 
aussichtsreich, da unsere Versuche, das Carotin gewichtsanalytisch als 
Brom- oder Jodverbindung nach Waschen mit Alkohol und Ather im 
Mikroporzellanfiltertiegel zur Wagung zu bringen, zu keinen befriedi- 
genden Ergebnissen fiihrten. Die Verbindungen sind nicht bestandig 
genug, schwer in reinem Zustande und nur in mabig konzentrierten 
Lésungen zu erhalten. 

Als Grundlage einer maBanalytischen Bestimmung konnte nur ein 
Oxydationsverfahren in Betracht kommen. Es wurden auch friiher 
schon sogenannte quantitative Oxydationen von Carotinoiden mehr 
oder weniger erfolgreich ausgefiihrt. Doch bezweckten diese keine 
quantitative Bestimmung. Sie dienten vielmehr bei Carotin blo dem 
Zwecke, ein Oxydationsprodukt zu isolieren, oder, wie bei den rest- 
lichen Carotinoiden, die Struktur zu ermitteln. 

Escher! verbraucht bei der Oxydation des Carotins mit K MnO, bei 
Wasserbadtemperatur 30 Mole und in siedender Lésung 42 Mole Sauerstoff. 
Er nahm dabei an, daB sich Oxalsaure bildet und suchte diese zu isolieren. 
Nach diesem Verfahren wiirde das Carotin durch Chromséaure in siedendem 
Kisessig vollig verbrannt werden. Er verbrauchte jedoch bedeutend mehr 
Sauerstoff. Bei einer erschépfenden Oxydation des Carotins mittels Ozon 
erhalt man aus dem /-lononkern Dimethylqlutar- und Geronsdure, indem 


! H.H. Escher, Zur Kenntnis des Carotins und Lycopins, Promotions- 
arbeit. Ziirich 1909. 
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derselbe gespaltet wird. Aus dem «-lononkern entsteht «, x-Dimeth ylglutar- 
sdure'. Mittels KMnO, entstehen dagegen bei einer ersch6épfenden Oxyda- 
tion neben lonon mehrere Bicarbonsaéuren (Karrer und Mitarbeiter). 

Um nun ein Oxydationsverfahren als Grundlage fiir die quantitative 
Bestimmung des Carotins zu gestalten, muBte es auBer anderen be- 
sonders folgende Grundbedingungen erfiillen, wenn die gewéhnlichen 
maBanalytischen Bestimmungsfehler nicht iiberschritten werden sollten: 

1. Der Oxydationsverlauf mu stets derselbe sein, d. h. die Oxydations- 
produkte miissen sowohl in qualitativer als auch in quantitativer 
Hinsicht stets konstant sein. 

2. Das Lésungsmittel des Carotins im Falle wasserige Lésungen 
nicht verwendet werden kénnen —- muB solcher Natur sein, daB es von 
dem Oxydationsmitte]l selbst nicht angegriffen wird. AuBerdem trachteten 
wir, das Verfahren in méglichst kiirzester Zeit durchfiihrbar und damit 
praktisch zu gestalten. 

Alle diese Bedingungen zu erfiillen, erwies sich aber als ziemlich schwierig. 
Soll der Oxydationsverlauf stets derselbe sein, diirfen die Lononkerne an 
den Kettenenden nicht zerstért werden, da das Carotin als ein Gemisch 
von «- und /-Carotin zu betrachten ist? und bei der Spaltung des /-lonon- 
kernes Geronsdure, bei der des «a-lononkernes «, «-Dimethylqlutarsdure 
entsteht. Die Mengenverhialtnisse des /- und «-Carotins wechseln aber 
in Carotinen verschiedener Herkunft *. Es miissen also einerseits zu energische 
Oxydationsmittel ausgeschaltet werden. Eine weniger energische Oxydation 
nimmt aber andererseits zuviel Zeit in Anspruch. Die Oxydation muB 
auBerdem einerseits in der Hitze vorgenommen werden, da sie in der Kalte 
nur unvollstandig verlauft, ihre Intensitat von der Menge des vorhandenen 
Carotins abhangt und erst nach geraumer Zeit stattfindet. Andererseits 
werden aber nach unseren Beobachtungen in der Hitze fast siamtliche 
Lésungsmittel des Carotins durch die in Frage kommenden Oxydations- 
mittel angegriffen. So entfirbt Petrolither, Ather, Alkohol, CS, und andere 
auch in verdiinnten Lésungen Permanganat, Chromséure oder Dichromat. 
Auch Aceton wird von KMnO, angegriffen, ebenso von Dichromat in 
maBig konz. Lésungen. 


Um all diesen Bedingungen, die sich gegenseitig widersprechen, 
Geniige zu leisten, stellten wir zahlreiche Versuche an und kamen zu 
folgenden Ergebnissen. 

1. Bei einer Oxydation des Carotins, die stets quantitativ verlaufen 
soll, diirfen nur die Seitenketten (siehe Formel) oxydiert werden. Die 
Kerne miissen unzersetzt bleiben. Ihre restlose Verbrennung zu CO, 
und H,O wire dabei wiinschenswert. 


1 P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrle u. A. Wettstein, Helv. Chim. 
Acta 13, 1084— 1099, 1930; P. Karrer, R. Morf u. K. Schépp, ebenda 14, 
1036, 1931; 14, 1431, 1931. 

2 P. Karrer u. Mitarbeiter, a. a. O. 

3 R. Kuhn u. E. Lederer, Naturwiss. 19, 306, 1931; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 200, 246, 1931; Ber. 64, 1349 — 1357, 1931. 
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2. Eine wasserige Suspension des Carotins 
ohne vorheriges Lésen des letzteren in einem seiner 
Lésungsmittel ist zu diesem Zwecke unbrauchbar. 

3. Die Oxydation muB bei Siedehitze vorgenommen 
werden. Bei gewohnlicher Temperatur ist es un- 
moglich, iibereinstimmende Ergebnisse zu erzielen. 

4. Das geeignetste Oxydationsmittel - ist das 
K,Cr,O, in saurer Lésung. Um mit Permanganat 
eine organische Subtsanz womdglich restlos zu Kohlen- 
siure und Wasser zu oxydieren, mub wie bei 
K,Cr, 0, ebenfalls in saurer oder alkalischer 
Lésung mit iiberschiissigem KMnO, eine Zeitlang 
erhitzt werden. Aber dann bleibt eine merkbare Zer- 
setzung des Permanganats selbst nicht aus. Grund- 
sitzlich ware also eine Permanganattitration in der 
Hitze zu verwerfen. Kaliumdichromat wirkt weniger 
energisch als Permanganat, dennoch genieBt es einen 
Vorzug als Reagens, da seine Selbstzersetzung beim 
Kochen viel geringer ist. Wir iiberzeugten uns von 
den Vorteilen des Dichromats dem Permanganat 
gegeniiber auch in unserem Falle. Den Chrom- 
iiberschuB messen wir jodometrisch zuriick. 

5. Als einziges Lésungsmittel des Carotins kommt 
Eisessig in Betracht. Essigsiure ist K,Cr,O, gegen- 
liber sehr bestandig und wird in der Tat in ver- 
diinnten Lésungen in Anwesenheit von Chlorwasser- 
stoffsiure auch nach stundenlangem Kochen nicht 
angegriffen. 

Auf Grund dieser Beobachtungen arbeiteten wir 
ein maBanalytisches Verfahren zur Bestimmung des 
Carotins aus, das folgende Vorteile besitzt: 

1. Die Methode erfordert keine Carotinvergleichs- 
lésung, deren Darstellung einen groBben Zeitaufwand 
bedeutet und die obendrein unbestandig ist. 

2. Das Verfahren ermdglicht sowohl eine makro- 
als auch eine mikrochemische Bestimmung des Carotins. 

Vergleicht man das Verfahren mit dem_ kolori- 
metrischen betreffs der kleinsten noch bestimmbaren 
Mengen, so ergibt sich folgendes: kolorimetrisch 
kénnen noch etwa 0,05mg (0,01 mg_ mikrokolori- 
metrisch!), allerdings mit einem ziemlich groBen Be- 
stimmungsfehler (8 bis 11°), in den giinstigsten 
Verhaltnissen erfaBt werden, maBanalytisch hin- 
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gegen kann man ebenfalls 0,05mg Carotin noch bestimmen, aber be- 
deutend genauer (siehe 3.). 

3. Die Bestimmungsfehler des Verfahrens iiberschreiten die Fehler- 
grenzen der tiblichen maBanalytischen Methoden nicht. Sie sind im 
Durchschnitt bei gleichen Konzentrationen um das dret- bis sechfsache 
kleiner als die Bestimmungsfehler des kolorimetrischen Verfahrens. 

Unser Verfahren weist bei makrochemischen Bestimmungen einen 
Maximalfehler von — 2,30, bei mikrochemischen 4,00°%, auf. Aller- 
dings darf kein anderes Pigment (Xantophyll u. a.) und keine organische 
Substanz vorhanden sein. Spuren von wachsartigen Begleitstoffen, 
von denen das Carotin ziemlich schwer befreit wird, beeinflussen die 
Ergebnisse nicht. 

Prinzip der Methode. Man oxydiert in der Hitze die Seitenketten 
des Carotins, das mit Essigsiure aufgenommen wurde, mittels eines 
Uberschusses von K,Cr,0, in Anwesenheit von Chlorwasserstoffsaure, 
miBt nach der vollzogenen Oxydation den Uberschu8 des K,Cr,O, 
jodometrisch zuriick und berechnet aus dem verbrauchten Oxydations- 
mittel die Menge des Carotins. 

Arbeitsvorschrift. Man verdampft im Vakuumexsikkator oder an 
der Luft (vor Licht geschiitzt) —- am besten in einer Kristallisierschale 
einen Teil der alkohol-, petrolither-, schwefelkohlenstoff-, chloro- 
formischen usw. Carotinlésung und nimmt je nach der Carotinmenge 
mit 3 bis 10 cem Eisessig in kleinen Portionen auf. 

Zur Oxydation benutzt man einen Jenaer Kolben von etwa 250 ccm 
Inhalt, der mit einem eingeschliffenen KugelriickfluBkiihler von 
mindestens 50cm Lange versehen ist. Um ein regelmabiges Sieden 
zu erzielen, bringt man einige Glasperlen in den Kolben. Mittels der 
kleinen Portionen Eisessig wird das Carotin quantitativ in den Kolben ge- 
bracht, in dem sich bereits 75 bis 150 cem Wasser — je nach der Menge 
des Carotins — vorfinden. Jetzt fiigt man einen CbherschuB an n/10 oder 
n/100 K,Cr,O,-Lésung hinzu, dann soviel Chlorwasserstoffsiure, dal 
in der Lésung etwa 1 bis 2°, HCl vorhanden sind, kocht etwa 1 Stunde 
hindurch bei lebhaftem Sieden, kiihlt ab, versetzt mit 0,5 bis 2g KJ 
in 5cem Wasser, dann mit 5ccm Starkelésung und titriert nach einigen 
Minuten mit n/10 oder n/100 Na,S,O,-Lésung zuriick. Ein Nach- 
blauen der Lésung nach 2 bis 3 Minuten wird nicht in Betracht gezogen. 

Je nach der Menge wird also das Carotin makro- oder mikro- 
chemisch bestimmt. Die Apparatur bleibt die gleiche, nur zum Messen 
der Lésungen werden — je nach ihrer Menge — gew6hnliche, Halbmikro- 
bzw. Mikrobiiretten benutzt. 


a) Makrochemische Bestimmung. 


Kine n/10 K,Cr,O,-Lésung und Na,S8,O,-Lésung wird dann benutzt, 
wenn die vorliegende Carotinlésung stark gefarbt ist. Zur Bestimmung 
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werden gewohnliche MeBgerate benutzt. Man bringt das Carotin mittels 
5 bis 10 cem Eisessig in kleinen Portionen in den Kolben, in dem sich bereits 
150 ccm H,0O befinden, fiigt 10 bis 20cem n lO K,Cr,O,-Lésung hinzu, 
dann 10 cem konz. HCl und halt etwa | Stunde im Sieden. Nach Ab 
kithlen versetzt man mit | bis 2g KJ, in Seem H,O geldst, titriert 
nach etwa 3 bis 6 Minuten mit n 10 Na,S,O,-Lésung zuerst auf hellgelb 
zuriick, versetzt dann mit 5cem Starkel6sung und titriert weiter bis zum 
Verschwinden der Blaufarbung, indem man stets kraftig schiittelt. mn 10 
Lésungen kénnen herab bis zu einer Konzentrationsgrenze von etwa 0,5 mg 
benutzt werden. Empfehlenswert ist es jedoch, schon ab 2 mg Carotin- 
mengen eine n LOO Lésung zu benutzen. 


b) Mikrochemische Bestimmung. 


Bei Anwesenheit von kleineren Mengen Carotin als 2 mg werden n LOO 
Lésungen angewendet. Die Messungen werden mit gewodhnlichen, Halb- 
mikro- und Mikrobiiretten vorgenommen. Man bringt das Carotin mittels 
3 bis 5cem Eisessig, in kleinen Portionen, in den Kolben, in dem sich bereits 
75 bis 100cem Wasser befinden, fiigt einen UberschuB (20 bis 40 ¢em) an 
n/100 K,Cr,0,-Lésung. dann 5 bis 8ecem konz. HCl hinzu, halt etwa 
] Stunde im Sieden, kiihlt ab, fiigt 0,5 bis 1g KJ, in 5cem H,O gelost, 
hinzu, dann 5cem Starkelédsung und mi®t nach einigen Minuten mit 
n/100 Na,S,O0,-Lésung zuriick. 

Berechnung des Carotins. Man berechnet in bekannter Weise den zur 
Oxydation verbrauchten Sauerstoff, multipliziert mit dem empirisch er- 
mittelten Faktor 1,0316 und erhdlt so das Carotin direkt in Milligramm. 
Dieser Faktor entspricht einem Sauerstoffaquivalent von 32,5, d.h. 1 Mol 
Carotin verbraucht 32,5 Mole Sauerstoff. 536,43 (Carotin) entspricht 
520 (Sauerstoff), also wird die Sauerstoffmenge, mit 1.0316 multipliziert, 
direkt das Carotin ergeben. 

Wie veriauft nun diese Oxydation ? Bei einer ersch6pfenden Oxydation 
der Seitenkette und ihrer vélligen Verbrennung zu CO, und H,O wiirden 
40 Mole Sauerstoff verbraucht werden. In diesem Falle kénnte man sich 
den Verlauf der Oxydation etwa so vorstellen, daB sich 4 Mole CH,COOH, 


12 Mole CO, 4 Mole H,O und 2 Mole Cy. Hy Og — 1.1, 3-Trimethyl- 
A-2. 3-Cyclohexen-2-Carbonsaure bilden. 
CH, CH, 
c 


H, CQ yC—COOH 
H,C’,*C—CHs 
CH, 
1, 1’, 3-Trimethyl- A” °-C yklohexen-2-Carbonsaure. 

Da aber nur 32 Mole Sauerstoff zur Oxydation verbraucht werden, 
so diirfte man annehmen, da sich bei der Oxydation auch CO bildet, was 
bei Oxydationen mit K,Cr,O, haufig der Fall ist. Bilden sich 4 Mole 
CH,COOH *, 6CO,, 6CO( 7%) und 2 Mole 1,1’, 3-Trimethyl- 4-2, 3-Cyelo- 
hexen-2-Carbonsaure. so wiirde man 34 Mole Sauerstoff verbrauchen. 
Diese O-Menge konnte aber selbst bei stundenlangem Kochen nur annahernd 
verbraucht werden. Die Oxydation bleibt stets bei 32.5 Mole Sauerstof? stehen, 


* J.H.C. Smith u. H. A. Spoehr, J. of biol. Chem. 86, 755 — 760, 19380. 
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D. Anwendung unseres maBanalytischen Verfahrens. 


Wir wandten die Methode vor allem zur Bestimmung des 
Carotins in Méhren und Laubblattern an. 


a) Bestimmung des Carotins in Mohrriiben. 

Wir bestimmten nach einer Abscheidung des Carotins mittels unseres 
Extraktionsverfahrens in kleinen Portionen Méhren (0,5 bis | kg) mittlerer 
Sorte auf maBanalytischem Wege 9,0022°., Carotin, auf Frischsubstanz 
berechnet. Zwecks Reinigung des Rohcarotins wird der petrolatherische 
Auszug in einem Scheidetrichter genau so behandelt, wie es bei dem Reinigen 
des Blattercarotins beschrieben wurde (S. 114). Die petrolatherische 
Carotinlésung wird in einem MeBkolben auf 100 bis 250 cem erganzt und 
davon aliquote Teile maBanalytisch gemessen. 


' b) Bestimmung des Carotins in Laubblattern. 


Wir bestimmten nach Abtrennung des Carotins mittels unserer 
abgeainderten Extraktionsverfahren und Reinigen in kleinen Portionen 
(10 bis 20g) Salix f.-Bldttern 0,0113°, und in Populus pyramid.-Bldttern 
0,0131°., Carotin. Der petrolatherische Auszug wird nach Reinigung in 
einem MeBkolben auf 100 bis 250 cem ergainzt. Zu jeder Bestimmung 
werden 50 bis 100 ccm in Arbeit genommen und mit n/100 Lésungen titriert. 


Ill. ZahlenmiBige Wiedergabe der Versuche. 


In diesem Teil werden wir bloB die Ergebnisse in Zahlen angeben, da 
ihre vergleichende Beurteilung samt den Analysen- und Arbeitsvorschriften 
bereits im II. Teil beschrieben wurde. 


A. Darstellung des Carotins. 


1. Aus Mohrriiben. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse der verschiedenen Extraktionsverfahren 
angefiihrt. 

J. Das PreBverfahren nimmt, nach Arnaud ausgefiihrt, 3 Tage in An- 
spruch. Zwei weitere Proben muBten wegen zu starker Garung verworfen 
werden. 

Zur Extraktion der Probe I wurden 3 Liter, fiir Proben II und III im 
ganzen 6,5 Liter Petrolather benutzt. 

2. Bei dem Trocknungsverfahren wurden die Mohrriiben mittels eines 
Krauthobels in diinne Blattchen zerschnitten (messerriickendick, etwa 3 mm) 
und auf dem Mauerwerk eines Dampfkessels 3 Tage hindurch bei 40 bis 45° 
getrocknet. Die Frischsubstanz ergibt im Durchschnitt 10 bis 12°,, Trocken- 
pulver. Zur Extraktion wurden im Durchschnitt fiir je 1 kg Trocken- 
pulver 3 bis 4 kg CS, oder Petrolither benutzt. Das Mahlen der getrockneten 
Karottenschnitzeln ist sehr schwierig (Zuckergehalt!). Die Proben wurden 
nach grobem Zermahlen 48 Stunden in einem Trockenschrank bei 40 bis 45° 
weiter getrocknet, dann 12 Stunden hindurch im Vakuum gehalten, von 
neuem gemahlen und schlieBlich durch ein ganz feines Sieb (40 Maschen 
auf 1 cm) getrieben. 

3. Um die Mohrriiben leichter in feines Pulver iiberzuftihren, wurde 
bei 65 bis 70° getrocknet. 





a (C68 








125 





Carotin. 


























‘ . eid ae =< CELO'O c I] )  UaaqRyaor mn 
CEOOOO ZLI ocgo 0 clFOU 5 pea : ; | sania ' 
Gs000'0 GLI OFBU'U - OZL1'0 1A 
€8 00U'0 ELT E8900 08610 A UAL YRLIOA 
FHOUOO GLE  GFIVU L160°0 CFZIO \l W048 J 7 
FS O0U0 YLT SuLU0 Sorel Il souesl'y 
cS 0000 GLI oFYTO _— OFTZO OLTE'0 I u 
620000 9LI 09060 9FGSU O0ESZ'0 C06G 0 GcEE'O 910FO I 

‘ OL BIC Cg tec 
Zz \ son ops! ns cans &< SOPU'U O1 II oUL i ) toq . 
E0000 YLT gé6e00 7THFO'O 9gco'o 0690°0 ae C1FO'0 OT ; UaIY BOA ; 
™ . -sHUNUYOOL |, 
i. ey : - oth 19q 
f.< costo 0 are a 
820000 9LT CEES O C696 0 =.5 he dew ' UdIYRJIOA Zz 
3 09Te 0 S986 0 UG I | -sBunuyoory 
is | ceETO — O89T UO al Ill | 
L0000 | 941 O9FZO  —-CFLBO SS C600 : ecel’v OT ll | UMIYBIAGAT = | 
® OTTO eser‘o 96°10 al I 
Jo UOH STV Ly UI) zs | 
(yostay)  ; UT}OAWO (Yast) = a1uelic i} 
‘Sous =. Al 1 ul “you 3 woo ay) S| ll aN 
uapunjoy 5 uatoMoy ypurmesuy) = suo} ‘ 
oa youu ujjowwg 3% ueFomnoy 5S | 
. | 
“UOMTYRHOASUO!FYBAYXY, UogUURYoq Jop sfopur USqnAyOHY she surory,y sop Funypozsreq 
‘T 911999. 
eemeememe 
£ S588 0Y SEES We & & S 26 § S628 4480882 86 2 
= ioe oe ese” & & a o S5o § SESSRGSHSSES BS 








126 N. T. Deleano u. J. Dick: 


4. Ein ergenes Trocknungsverfahren bestand darin, dab wir die in diinne 
Blattchen zerschnittenen Mohrriiben (héchstens 3mm _ dick) in einem 
dazu bereiteten Holzkasten (Holztrockenschrank) von 100.50 ¢m Dimen- 
sion mittels elektrischer Heizung bei 30 bis 35° trockneten. Die in diinnen 
Schichten angeordneten Karottenschnitzel wurden zeitweise gewendet. 
Das Trocknen nahm etwa 36 Stunden in Anspruch. Auch hier erwies sich 
ein Nachtrocknen im Vakuum unvermeidlich. Beim Feinmahlen des groben 
Mohrenpulvers zeigten sich dieselben Schwierigkeiten wie bei 2. Die Frisch- 
substanz ergab im Durchschnitt auch hier etwa 10 bis 12 °,, Trockensubstanz. 
Das gesiebte Feinpulver (Sieb Nr. 50) wird mit Petrolather oder CS, (etwa 
3 bis 4 kg Lésungsmittel fiir je 1 kg Trockenpulver) ausgezogen. 

5. Die Verseifung der Proben wurde bei Siedehitze vorgenommen. 


Tabelle Il. 


Darstellung des Carotins aus Mohrriiben mittels des neuen Extraktions- 
verfahrens. 














3§ az Gewogen g Carotin nach a. 
* | 252) $8 I Il ll IV Vv VI 28 
£2) ss.  —__ 
a oo Umkristallisation oC 
I 20 0,6626 0,4830 0,4365 0,3983 0,3505 0,3286 0,3065 176 0,00153 
II 15,5 0,5020 0,3715 0,3325 — _ — 0,2445 176 0,00158 
III 20 0,6393 0,4910 0,4343 0.3892 — — 00,8015) 175 0,00151 
IV. 18 0.5845 — — — — —  0,2785 176 0,00155 
V 10 0,2993 0,2236 — ~- — — 00,1450) 175  0,00145 
VI 5 0,1628 — 0,1068 — — 00,0746) 176 0,00149 
VII 11,5 0,3787 0,2899) — — — 0,1798 176 0,00156 
Vill 5 0,1752 0,1365 0,1082  — a — 0,0786 175 0,00157 
IX 5 0,1663 bs 
Xj 2 0,0632 dans — — 0,1875 0,1720 0,1581 176 0,00158 
XI 30,1005 | | 
NIT 4,48 0,1585 0.1205 — — — — 0,0723 175 0,00161 
2. Aus Laubblattern. 
Tabelle ILI. 
Darstellung des Carotins aus frischen Laubblattern nach &. Willstdtter. 
g | ig | Ge | errr scrim ees al a 
Bitter 2 | BE | Bs I 0 m | wif v VI £2 58% 
& | S| ge a —_+_——3 | $e 
<* ea Umkristallisation °c|~e 


5 0,0075 








x5) 1 50000668 — — —  — 0,04050,0375 17 

3%, I 300 0,0410 0,0375 | » &, ™ aah eeatmaen 

AE| mt 20000260 '— |f=' — 90465 — 0,0357 175 0,071 
23] 1 100001415 —  —  0,10630,0925 — 0,0830 176 0,0083 
=E) I 500 0,0680 — — —  — 0,04300,0385 175 0,0077 
ao 
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Tabelle 1V. 


Darstellung des Carotins aus frischen Laubblattern nach unserem a >- 
geainderten Verfahren (einmal, héchstens zweimal, umkristallisiert). 





Gewogen g Carotin 


; An- Gewogen er Schmelz- | Gefunden 
Blatter von Proben j poteers , Aeon F | 7 punkt , — 
Umkristallisation 0¢ 
Salix fragilis I 500 0,0505 0.0430 0.0415 177 0,0083 
II 500 0,0482 | 0,0412 176 0,0082 
Ill 300 0,0303 | 0.0225 . 177 0,0075 
Populus I 500 0,0537 0,0504 — 177 0,0101 
pyramidalis II 209 0,0230 0,0203 0.0192 177 0,0096 
Ill 200 0,0217 0,0187  0,0172 177 0,0087 
IV 500 0,0512 0,0475 -- 176 0,0095 


B. Qualitativer Nachweis des Carotins. 
l. Priifung der Methoden. 
Tabelle V. 


Erfassungsgrenzen und Grenzkonzentrationen der wichtigsten Nachweis- 
methoden des Carotins. 





Erfassungsgrenze 


Nr. Reagens Grenzkonzentration Bemerkungen 
é 

1 SbCl, 2 1: 100000 

2 AsClz 4 1: 70000 

3 FeCl, 40 1 6 250 

4 AIC], - — Wenig empftindlich 
5 ZnCl, — — ‘ 5 
6 snCl, — — - . 
7 CCl,. COOH 6 1: 25000 

8 Hy, SO, 2 1: 100 000 

i) HNO; 1,5 1: 150000 
10 CH,.COOH 5 1: 190000 


Tabelle VI. 


Erfassungsgrenzen und Grenzkonzentrationen der Eigenfarbung des Carotins 
in seinen wichtigsten Lésungsmitteln. 








Erfassungs- 
Nr. Lisungsmittel grenze Grenzkonzentration Firbung 
1 Petrolather . ae” 0,15 1 : 1,600 000 gelb 
2 Ather..... : 0,15 1 : 2,000 000 ‘i 
3 | Schwefelkohlenstoff . . 0,1 1:1,.250000 — blab-orange 
4 Chloroform. .. .. . 0,1 1 : 1,600 000 gelb 
5 Pees SN eK 0,15 1 : 1,600 000 ‘ 





see 
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2. Einabgeandertes Verfahren zum makro- und mikrochemischen 
Nachweis des Carotins. 
Tabelle VII. Erfassungsgrenzen und Grenzkonzentrationen unserer ab- 
geinderten Methode zum Nachweis des Carotins in seinen verschiedenen 
Lésungsmitteln. 





Erfassungsgrenze 


Nr. Lisungsmittel ; Grenzkonzentration 
1 Petrolather 0,2 1: 669000 
2 Ather. . aes Gea 0,15 1: 1,000 009 
3 Schwefelkohlenstoft . 0,15 1: 1,900 000 
4 Chloroform 0.3 1: 690000 


C. Bestimmung des Carotins. 
l. Priifung des kolorimetrischen Verfahrens. 


Tabelle VIII. Die kolorimetrische Messung des Carotins in seinen 
verschiedenen Lésungsmitteln. 





wr . ,. Mit Blaufilter 
Maximaler Be- abgelesen, Be- 


Konzen- Schichthéhe stimmungs- 


Nr. Liésungsmittel rete pte fehier —- 
mm %l9 % 0 

1: 59,000 10 8,00 7,80 
1 Petrolather 1 : 100,000 10 11.05 10.90 
| 1: 200,000 10 37,40 38.20 
| 1: 50,000 10 8,60 8,75 
2 Ather 1: 100,000 10 11.25 10,85 
| 4:209,000 10 34.65 33.75 
(1: 50,000 10 8.45 8,25 
3 Chloroform 1: 100,009 10 11.35 11,80 
| 1: 200/000 10 33.70 35,45 
Te 1: 50,000 10 8,20 8,25 
nt leur - aoe | +: 109,000 10 10.95 10,05 
ne 1 : 200,000 10 36.20 34,90 
{ 1: 50,000 10 7.85 7.98 
5 Pyridin } 1: 100,000 10 9.70 8.25 
| 4:200,000 10 37,30 39.50 


Tabelle VILI gibt die Bestimmungsfehler der kolorimetrischen Messung 
des Carotins in seinen verschiedenen Lésungsmitteln wieder. Ein Ablesen 
mit Blaufilter verbessert die Ergebnisse kaum oder gar nicht. Als maxi- 
maler Bestimmungsfehler geben wir den kleinsten, bei normalen Ab- 
lesungen beobachteten Fehler an (weiteres siehe II. Teil, S. 118). 


Tabelle IX. Die kolorimetr. Messung des Carotins mittels der SbCl,-Reaktion. 





k mewn Schichthohe anne 
onzentration ‘niet oj, 

1: 29,000 10 8,35 

1: 50,000 10 11,80 

1 : 100,000 10 42.90 
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Tabelle X11. 
Kolorimetrische Bestimmung des Carotins in kleinen Proben von Laub- 
blattern nach der Abscheidung mittels des Willstdtterschen Extraktions- 
verfahrens. 





iiaieik teak Angewandt Gefunden Carotin 
g (frisch) Oi 
= “a { 10 0,0123 
Sz - S § Pe eC te Se a r 
Salix fragilis 20 00118 
Populus pyramidalis - - - | 3) aeeee 
pulus pyramidalis 20) 0.0140 


Tabelle XIII. 
Kolorimetrische Bestimmung des Carotins in kleinen Proben von Laub- 
blattern nach der Abscheidung mittels unseres abgeanderten Extraktions- 
vertahrens. 





Angewandt Gefunden Carotin 


Blatter von : 
g (frisch) Vio 


— sn 10 0,0130 
Salix fragilis Big TE nS 20 0.0125 

9 c 
Populus pyramidalis - - - yt 


D. Anwendung unseres maBanalytischen Verfahrens. 


Tabelle XIV. 


MaBanalytische Bestimmung des Carotins in kleinen Proben von Mohrriiben 
nach der Abscheidung mittels unseres Extraktionsverfahrens. 





Nr Angewandt Gefunden Carotin 
“"* g Mohrriiben (frisch) 0/5 

1 500 0,0024 

2 500 0,0019 

3 1009 0,0022 

4 1000 0,0022 


Tabelle XV. 
MaBanalytische Bestimmung des Carotins in kleinen Proben von Laub- 
blattern nach der Abscheidung mittels unseres abgedinderten Extraktions- 
vertahrens. 





pentter wen Angew andt Gefunden Carotin 
g (frisch) 0'o 
10 0,0117 
Salix fragilis - + ---:-:> 20 0,0111 
| 20 0,0113 
| 10 0,0128 
Populus pyramidalis - - - 10 0,0136 
| 2) 0.0131 
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Zusammenfassung. 
A. Darstellung des Carotins. 

1. Es werden die bekannten Extraktionsverfahren (PreB-, Trock- 
nungs-, Verseifungsmethoden) zur Darstellung des Carotins aus Mohr- 
riiben untersucht. 

2. Es wird ein neues LExtraktionsverfahren zur Darstellung des 
Carotins aus Mohrriiben angegeben, das auf folgendem Prinzip beruht: 
Die fein zermahlene, frische Méhrenmasse wird mittels 95 igen Alkohols 
entwissert, abgepreBt und der Riickstand mit Petrolither oder Schwefel- 
kohlenstoff ausgezogen. 

3. Aus dem Vergleich des neuen Extraktionsverfahrens mit den 
unter 1. erwahnten Methoden ist ersichtlich, daB die Ausbeute unseres 
Verfahrens die der ersteren um etwa 100°, dbertrifft. 

4. Unser Extraktionsverfahren erfaBt die Gesamtmenge des 
Carotins und kann folglich auch zu einer quantitativen Bestimmung 
des Carotins in Méhren benutzt werden. 

5. Es wird das Willstdttersche Verfahren zur Darstellung des 
Carotins aus Laubblattern gepriift und dahin abgedndert, daB einerseits 
andere Lésungsmittel angewendet werden, andererseits das ganze 
Verfahren einfacher gestaltet wird. 

6. Das unter 5. erwaihnte abgeinderte Extraktionsverfahren 
gestattet auch ein quantitatives Erfassen des Carotins in Laubbldttern. 


B. Qualitativer Nachweis des Carotins. 


1. Es werden die Erfassungsgrenzen und Grenzkonzentrationen fiir 
die wichtigsten Nachweismethoden des Carotins angegeben. 

2. Es werden gleichzeitig die Grenzkonzentrationen und Erfassungs- 
grenzen fiir die Kigenfarbung des Carotins in seinen verschiedenen 
Lésungsmitteln festgestellt. 

3. Es wird ein abgedndertes Verfahren zum makro- und mikro- 
chemischen Nachweis des Carotins beschrieben, das auf folgendem 
Prinzip beruht: Versetzt man eine mit einer petrolatherischen (alkoholi- 
schen, atherischen, chloroformischen, schwefelkohlenstofflichen usw.) 
Trichloressigsiurelésung (Metallchlorid) blaugefairbte petrolatherische 
(alkoholische, atherische, chloroformische usw.) Carotinlésung mit 
Wasser, so scheidet sich das Carotin in der Petrolatherschicht mit 
gelber Farbe quantitativ wieder aus. 

4. Es wurden die Erfassungsgrenzen und Grenzkonzentrationen des 
unter 3. angegebenen Verfahrens in verschiedenen Lésungsmitteln fest- 
gestellt und mit denen der bekannten Verfahren verglichen. Die Methode 
iibertrifft die Erfassungsgrenzen und Grenzkonzentrationen sdmtlicher 
Nachweismethoden des Carotins bedeutend. 














oek- 


ohr- 


des 
tht: 
hols 


‘fel- 


den 
Tes 


des 
ing 


des 
pits 
nze 


ren 
TH. 


fiir 


gs- 
en 


les 
st- 
de 
ver 








Carotin. TI. 133 


C. Bestimmung des Carotins. 

1. Es wird das kolorimetrische Verfahren in verschiedenen Lésungs- 
mitteln geprift und festgestellt, daB sich dieses Verfahren, besonders 
in verdiinnten Lésungen, im allgemeinen nicht zu genaueren Bestimmungen 
des Carotins eignet und héchstens zur Ermittlung von Ndherungswerten 
dienen kann. 

2. Es wird ein neues Verfahren zur Bestimmung des Carotins auf 
mapanalytischem Wege beschrieben, das auf folgendem Prinzip beruht: 
Man oxydiert in der Hitze die Seitenketten des Carotins, das mit Essig- 
siure aufgenommen wurde, mittels eines Uberschusses von K,Cr,O, 
in Anwesenheit von Chlorwasserstoffsiure, miBt nach der vollzogenen 
Oxydation den Uberschu8 des K,Cr,0, jodometrisch zuriick und be- 
rechnet aus dem verbrauchten Oxydationsmittel die Menge des Carotins. 
Das Verfahren weist bei makrochemischen Bestimmungen einen Maximal- 
fehler von —- 2,30%, bei mikrochemischen 4,0°% auf. 

3. Aus dem Vergleich der neuen Bestimmungsmethode mit dem 
kolorimetrischen Verfahren geht hervor, daB der Bestimmungsfebler 
unserer Methode bei gleichen Konzentrationen um das Drei- bis Sechs- 
fache kleiner ist als der Bestimmungsfehler des kolorimetrischen Ver- 
fahrens. 


Series 


hire 





Uber die Aktivierung von Pankreasamylase durch Glutathion'. 


Von 


Helena Borchardt und Hans Pringsheim. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat, Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1932.) 


Die relativ schwache Aktivierbarkeit der Pankreasamylase durch 
Hefeautolysat und Glutathion legten den Gedanken nahe, daB es sich 
hierbei um eine Entgiftungserscheinung handeln kénne?. 

Diese Annahme wurde durch die Beobachtung gestarkt, daB 
Kaliumeyanid bei geniigender Verdiinnung die gleiche Aktivierung 
der Pankreasamylase wie Glutathion bewirkte. Die Beobachtung, 
daB Pyrophosphat wirkungslos war, ist an sich kein Einwand gegen 
die Annahme der Entgiftung, da auch bei anderen Fermenten gezeigt 
worden ist, daB die Entgiftung durch Komplexbildner von der Art 
des Schwermetalles abhangig ist?. Der Haupteinwand gegen die Ent- 
giftungsannahme der Pankreasamylase war die Beobachtung, dafB in 
unserem Falle auch oxydiertes Glutathion als ,,Komplement der 
Amylase“ wirksam war. Um uns hieriiber Klarheit zu verschaffen, 
priften wir, ob die Vergiftung der Pankreasamylase mit Cu” durch 
oxydiertes Glutathion aufgehoben werden kénne. Da das in reichlichem 
MaBe der Fall war, so fallt dieser Einwand gegen die Entgiftungs- 
annahme weg. Aus Versuch 3 ergibt sich, daB bei uns eine Aktivierung 
durch die Komplexverbindung von Sulfhydryl plus Schwermeta!l4 
unwahrscheinlich ist. Die starke Aktivierung der Pankreasamylase 


1 X. Mitteilung iiber das Komplement der Amylasen. IX. Mitteilung, 
diese Zeitschr. 250, 109, 1932. 

2 Vgl. Diskussion gelegentlich des Vortrages von H. Borchardt auf dem 
92. NaturforscherkongreB in Mainz. 

3 Vgl. Krebs, diese Zeitschr. 220, 289, 1930; weitere Einzelheiten bei 
Haldane-Stern, Allgemeine Chemie der Enzyme 1932, 8. 218ff. 

4 Salaskin u. Solowjew, diese Zeitschr. 250, 503, 1932; Waldschmidt- 
Leitz, Scharikova u. Schaffner, H. 214, 75, 1932. 
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durch Hamin! konnten wir weder an unseren Amylaseelutionen noch 
an der von Cosack verwendeten Pankreatinlésung beobachten. 

Durch diese Feststellungen soll fiirs erste gar nichts uber die 
Aktivierung der Malzamylase durch das Hefekomplement ausgesagt 
werden. 

Beschreibung der Versuche. 

Die Versuche wurden mit nach Waldschmidt-Leitz gereinigter Pankreas- 
amylase vorgenommen. Als Puffer wurde immer Acetatpuffer von pu 6.0 
verwandt, 


Versuch 1, Aktivierung der Amylolyse durch Kaliumcyanid im Ver- 
gleich zum Glutathion. ; 
Ansatz: 25cem 1°,ig. Starkelésung (Kahklbaum), 
10 ,, Puffer, 
5 ,, Amylaselésung (AE. = 0,25), 
1 ,, 0,2n NaCl-Lésung, 
1 ,, a) Wasser, 
b) 5.10°% mol. SH-Glutathionlésung, 


ec) 5.107% ,, SS- oe 
d) 3.10°3% .,) KCN-Lésung, 
eo) 3.1¢0°* ,, KCH- ” 


Spaltung in Prozent Maltose. 





a a b ( d ¢ 
24 78 80 81 80 82 
48 83 93 92 91 90) 
72 83 92 92 91 9) 


Versuch 2. Versuch der Aktivierung mit Pyrophosphat. 
Ansatz: 25cem 1°,ig. Starkelésung, 
10 ,, Puffer, 
5 ,, Amylaselésung (AE. 0,2), 
1 ., 0,2n NaCl-Lésung. 
1 ., a) Wasser, 
b) 3.107% mol. Natriumpyrophosphatlésung 
(neutralisiert), 
e) 5.10°% ,,  Glutathionlésung. 


Spaltung in Prozent Maltose. 





Zeit 

Std. ” b : 
24 80 78 83 
48 80 79 SS 
72 81 81 90 





1 Cosack, diese Zeitschr. 235, 469, 1931. 
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Versuch 3. Aufhebung der Cu’ -Vergiftung durch KCN, SH-Glutathion 


und SS-Glutathion. 


Ansatz: 25cem 1° ig. Starkelésung, 
10 ,, Puffer, 


Amylaselésung (AE. 0,2), 





1 ,, 0,2n NaCl-Lésung, 
a) 2cem Wasser, 
b) 1 leem S8S8-Glutathionslésung, 
ec) 1 * leem CuS O,-Lésung (3,2. 1074 mol.) 
d) 1 KCN-Lésung, 1 cem CuS O,-Lésung 
(3,2 . 10~* mol.) 
e) 1 ,, SS-Glutathionslésung, 1] cem CuS O,4-Lésung 
f) 1 ,, SH-Glutathionslésung, 1 cem CuS O,-Lésung 
Spaltung in Prozent Maltose. 
si a b c d e f 
i, 20 20 19 | 19 21 20 
Mp 51 50 45 | 62 50 51 
211, 67 72 60 70 71 72 
5 67 72 61 71 Ti 72 
24 74 82 62 | 80 82 81 
48 74 81 63 | 88 84 82 
72 74 82 63 84 85 83 


Versuche mit 
Starkespaltung mit und ohne 


Himin. 


Zusatz von Hamin Schuchardt'. 


50cem 1°%ige Stairkelésung 
20 ,, Phosphatpuffer, py 6,9 


2 ,, 0,2n NaCl-Lésung 


P H 
50 cem 1° ,ige Starkelésung 
20 ~~, +~Phosphatpuffer 
5 ,, Amylaseelution = 1,6 AE. 2 » 0,2 n-NaCl-Lésung 
14 »» Wasser 
0,2.) mg Hamin 


9 ,, Wasser 





PH = (P + 0,2 mg Hamin). 





Zeit Cu Maltose Abbau Ausechlag 
Std. mg mg 95 acid 
P 
11), 48,0 43,5 70,9 
3 49,6 45,0 33 | 
5 51,8 47,1 76,7 
25 62,3 56,8 92.6 
PH 
11/, 46,7 42.4 69,1 —1,8 
3 50,2 45.6 74,3 1,0 
5 52,1 47,4 77.2 + 0.5 
25 61,7 56,2 91,6 — 1,0 
H 
11/, 0,9 
2 0,9 
5 1,2 
25 1,5 


1 Ausgefiihrt von Herrn H. Hupfer. 
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Das Haémin wurde vor Zugabe zum Ansatz in sehr verdiinnter Soda- 
lésung geldést. 

Der Versuch zeigt, daB Hamin keine Komplementwirkung hat. Das 
Resultat wurde durch einen entsprechenden Versuch mit Hamin Warburg! 
sichergestellt : 





Zeit Cu Maltose Abbau 
, Ausschlag 
Std. mg mg Plo 
P 
11, 48,9 44,4 72,3 
$ 50,2 45,6 74,3 
5 51,8 47,1 76,7 
26 61,3 55,9 91,1 
PH 
1/, 48,9 444 72,; 0 
3 49.9 45,3 73.8 0.5 
5 52,1 47,4 77,2 + 0,5 
26 61,7 56,2 91,6 + 0,5 


Jodometrische Priifung der Wirkung von Hdmin Warburg auf die Starke- 
spaltung durch Pankreasamylase. 


Wir arbeiteten gemaB der Wohlgemuthschen Methode mit je zwélf 
Ansatzen, die absteigende Mengen Ferment enthielten. Als Ferment diente 
eine 0,1°,ige Pankreatinlésung (Pankreatin Witte, Rostock). Die Zu- 
sammensetzung der Ansitze war 

1 cem 0,2°,ige Starkelésung 

1 ., Phosphatpuffer, px 6.0 

1 ,, Ferment 

1 ., O.2n NaCl 

0,1,, Wasser bzw. Lésung, die in l0cem 0,5 mg Hamin 
Warburg enthielt. 


Als MaB fiir den Abbau galt die Ohissonsche? Zahl X, die angibt, 
wieviel Kubikzentimeter 0,1°,iger Starkelésung 1cem Enzym unter den 
gegebenen Bedingungen soweit verindert, dali keine Jodfairbung mehr 
auftritt. 

Wir fanden fiir die Versuchsserie ohne Zusatz X 384 und fiir die 
Hamin enthaltende Reihe ebenfalls X = 384. 

Auch beim jodometrischen Vergleich hat demnach Hamin auf Pan- 
kreasamylase keinen komplementahnlichen Einflu8. Da das Hamin unter 
Sodazusatz gelést worden war, muBte das py kontrolliert werden. Samtliche 
Ansiitze beider Versuchsserien hatten iibereinstimmend die Wasserstoff- 
ionenkonzentration 6,0. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir fiir 


ihre Unterstiitzung unseren Dank aus. 


1 Herrn O. Warburg danken wir fiir die Uberlassung des Hamins. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 17, 1930. 
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Zur Darstellung und [solierung quartirer Basen. 


Von 
Werner Keil. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat K6nigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1932.) 


Durch viele Untersuchungen hat man gefunden, daB den quartiren 
Ammoniumbasen eine mehr oder weniger starke Curarewirkung zu- 
kommt. Kutscher, Ackermann und Mitarbeiter (1) konnten nun wieder- 
holt zeigen, daB sogar in der Tierwelt einige hochwirksame quartire 
Ammoniumbasen vorkommen. Das Gift der Aktinie erwies sich als 
Tetramethylammoniumhydroxyd. In der Miesmuschel, in Krabben 
und in Aktinien wurde N-Methylpyridiniumhydroxyd nachgewiesen. 
Die Benutzung solcher Basen als Curareersatzpraiparate wurde von 
Ackermann (2) vorgeschlagen, doch leider hat sich ihre Verwendung 
im Laboratorium noch nicht sehr eingebiirgert, was sicher zum Teil 
daran liegt, daB die meisten dieser Basen nicht geniigend leicht zu- 
ganglich sind!. Im folgenden wird nun ein Verfahren beschrieben, das 
gestattet, fast alle gegen Chlor bestandigen quartéren Ammonium- 
basen leicht in beliebiger Menge aus den dazugehérigen Aminen dar- 
zustellen. Das Verfahren beruht auf der leichten Fallbarkeit der quar- 
tiren Basen aus seinen Lésungen durch Bleichloridchlorwasserstoff- 
siure. Die Zersetzung der erhaltenen Chloroplumbate geschieht durch 
einfaches Kochen mit Wasser, wobei sie nach dem folgenden Schema 
zerfallen: (R,N) PbCl, = 2 RyNCl + PbCl, + Cl. 

Die schén kristallisierten Chloroplumbate der quartiren Basen 
zeichnen sich durch eine weitgehende Schwerléslichkeit in verdiinnter 
Salzsiure aus. Die trockenen Salze sind bestandig, werden aber durch 
Wasser oder feuchte Luft ziemlich schnell zersetzt. Die Chloroplumbate 
der meisten darauf untersuchten primaren, sekundaren und tertiadren 
Basen waren hingegen leicht léslich (ausgenommen Pyridin und 
Chinolin) in verdiinnter Salzsiure und unverhaltnismaBig leichter 
zersetzlich. Auch die Chloroplumbate der Betaine waren ziemlich 


1 Nur Tetramethylammoniumjodid ist im Handel. 
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leicht léslich in Salzsiure. Untersucht wurden: Ammoniak, Methyl- 
amin, Dimethylamin, Trimethylamin, Athylendiamin, Trimethylen- 
diamin, Putrescin, Cadaverin, Tetramethylputrescin, Pyrrolidin, Pi- 
peridin, Methylpyrrolidin, Glykokollbetain, y-Butyrobetain, Pyridin, 
Chinolin, Tetramethylammoniumhydroxyd und _ permethyliertes: 
Putrescin, Cadaverin, Pyrrolidin, Piperidin, Pyridin, Athylamin, Pro- 
pylamin, Isoamylamin, Diaminopropan und andere. Crotonbetain, 
Cholin und andere Hydroxyl oder Doppelbindungen enthaltende Basen 
werden selbstverstandlich durch Bleichloridchlorwasserstoffsiure zer- 
setzt. Ein Teil der genannten Chloroplumbate ist schon von Gutbier 
und Wissmiiller (3) beschrieben worden. ' 

Als Beispiel fiir die Isolierung einer quartéiren Ammoniumbase 
sei die Darstellung von Tetramethylammoniumchlorid nachfolgend 
beschrieben : 

12 g Ammoniumchlorid werden in etwa 1000 cem 10°, ig. Natronlauge 
gelést. Durch Schiitteln mit allmahlich zugesetztem Dimethylsulfat 
(180 cem) wird in iiblicher Weise ohne Kiihlung methvliert. Nach dem 
Verschwinden des Dimethylsulfates wird mit Salzséure kongosauer gemacht. 
Man versetzt nun die Lésung bei Zimmertemperatur mit einer frisch 
filtrierten Lésung von Bleichloridchlorwasserstoffséure. (Dargestellt durch 
Auflésen von Bleidioxyd in einem Gemisch gleicher Teile konz. Salzsiiure 
und Eis. Die Saure ist brauchbar, solange sie noch tiefgelb ist, muB aber 
stets vorher filtriert werden.) Das in gelben Blattchen ausfallende Tetra- 
methylammoniumchloroplumbat wird sofort abfiltriert. Man wiischt mit 
eisgekiihlter, 5°,ig. Salzsiure. Zur Zersetzung tragt man das noch feuchte 
Salz langsam in 100 bis 200 cem siedendes Wasser ein. Die gelbe Lésung 
wird noch so lange gekocht, bis sie véllig farblos ist (etwa 10 bis 15 Minuten). 
Nun kiihlt man ab. Das gebildete Plumbochlorid wird abfiltriert. Die 
letzten Reste des Bleies entfernt man aus dem Filtrat mit Schwefelwasser- 


stoff. Dann dampft man ein. Es hinterbleiben 22 g reines Tetramethyl- 
ammoniumchlorid. Das entspricht einer Ausbeute von etwa 90°, der 


Theorie. In anderen Fallen war die Ausbeute an reiner Substanz meist 

noch héher. Das sehr hygroskopische Chlorid wurde zur Analyse in das 

Chloroplatinat verwandelt. 100,0 mg Substanz gaben 35,0 mg Pt. 
CyHe,PtCl, (556,1). Ber.: 35,1°, Pt; gef.: 35,0°,, Pt. 


Literatur. 


1) Zeitschr. f. Biol. 84, 181, 1925. — 2) Miinch. med. Wochenschr. 
1921, S. 12. 3) J. f. prakt. Chem. (2) 90, 491, 1914. 
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Tierversuche iiber den Einflu6b von kolloidal mit Eiwei6 geléstem 
Tricalciumphosphat auf den Ca- und P-Umsatz des Organismus. 


Von 
Martin Giirsching. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Miinchen. ) 
(Eingegangen am 23. Dezember 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die mannigfachen giinstigen Erfahrungen, die mit kolloidalem, 
durch Eiwei8 in Lésung gehaltenen Calciumphosphat (Tricalcol! 
von klinischer Seite gemacht sind (5) (11) (17) (21) (23) (29), lieBen es 
wiinschenswert erscheinen, Aufnahme und Verwertung dieses K6érpers 
im Organismus in quantitativen Tierversuchen zu verfolgen. Eine 
derartige Untersuchung schien nicht nur als Nachpriifung der experi- 
mentellen Grundlagen der therapeutischen Anwendung angezeigt, 
sondern verspricht auch Beitrige zur Physiologie des Kalk-Phosphor- 
siurestoffwechsels zu bringen. 

Uber die Wirkungsweise des Tricalcols! liegen verschiedene AuBerungen 
vor, die alle ausgehen von der durch Zuckmayer (30) in Versuchen am 
Hund festgestellten vorziiglichen Resorbierbarkeit des Praparates (bis 
zu 76°.) im isolierten Diinndarm. So betont A. Neu (17) insbesondere die 
durch die gleichzeitige Zufuhr von Calcium und Phosphor bedingte giinstige 
Wirkung auf das Zentralnervensystem, die einerseits durch die den Vagus- 
tonus und die Erregbarkeit des Zentralnervensystems herabsetzende 
Wirkung des Calciums, und andererseits durch den gleichzeitig anregend 
auf den Organismus wirkenden Effekt der Phosphorséurezufuhr gegeben ist. 
Grumme (5) erklart die gute Assimilationsfahigkeit des Tricalcolkalkes 
durch dessen Bindung an eine organische Komponente (EiweiB). Dadurch 
werde der Kalk den Geweben in derselben Form, in der er im natiirlichen 
Nahrungskalk vorliegt, zugefiihrt. Zelter (29) hebt, wie auch schon Zuck- 
mayer (l.c.), die Wichtigkeit der parallel mit der Kalkdarreichung einher- 
gehenden Phosphorséurezufuhr hervor, die den bei einseitiger Kalkgabe 
sonst unvermeidlichen Entzug von Kérperphosphorsaure verhiitet. Dasselbe 


1 Hersteller: Lecinwerk Dr. Ernst Laves. Hannover. 














iS. 











M. Giirsching: EinfluB v. kolloidal geléstem Tricalcitumphosphat usw. 141 


unterstreichen auch Schiller (21) im Hinblick auf die Kalktherapie der 
Rachitis und die Férderung der Zahnbildung, sowie Adrcher (11) und 
Sittler (23). 


Angesichts dieser Befunde erheben sich im Zusammenhang mit den 
neueren Ergebnissen tiber die Physiologie des Mineralstoffwechsels inter- 
essante Fragestellungen, deren Bearbeitung in der vorliegenden Unter- 
suchung auf Veranlassung von Herrn Prof. Dr. Paechtner in Angriff 
genommen werden sollte. 


1. Zunachst war in Fiitterungsversuchen mit genauen Kalk- und 
Phosphorséurebilanzen das Bruttoverhalten des Tricalcols zu ermitteln. 


Zwar wurden bereits von Zuckmayer (l.c.) am Hund Versuche in 
dieser Richtung ausgefiihrt, doch erfolgte hierbei die Zufuhr des Tricalcols 
in geléster Form durch Vellafistel direkt in die isolierte Diinndarmschlinge, 
so daB also die Verhaltnisse immerhin andere waren, als bei der in der 
medikamentésen Anwendung allein tiblichen  peroralen  Darreichung. 
Zuckmayer befiirchtete eine durch die Wirkung der sauren Magenverdauung 
voéllig unkontrollierbare Veranderung an dem Praparat, so daB er die Ein- 
wirkung derselben v6éllig ausschaltete. Doch sprechen schon die Ergebnisse 
der zweiten Zuckmayerschen Arbeit (31), in der der EinfluB8 einer Tricalcol- 
zulage zur Nahrung gravider bzw. stillender Frauen auf die Zusammen- 
setzung der Frauenmilch untersucht wird, wie auch die seither beschriebenen 
therapeutischen Erfolge, gegen eine tiefgreifende Schaidigung des Tri- 
calcols bei der Magenpassage. A. New (l.c.) und A. Schiiler (1. ¢.) nehmen 
sogar an, daB das Praiparat den Magen unveriandert passiere. Wie dem 
auch sei, jedenfalls verdient diese Frage eine erneute Priifung. Wohl kénnen 
die hier mitgeteilten Versuche an zwei ausgewachsenen Ratten, bei denen 
Tricaleol im Futter verabreicht wurde, nicht entscheiden, ob tiberhaupt 
Veranderungen durch die Magenverdauung eingetreten sind, doch 1laBt 
sich aus den jeweiligen Resultaten fiir den Kalk-Phosphorsaiureumsatz 
schlieBen, ob eine erhebliche Minderung der an sich hohen Resorptions- 
fahigkeit des Praparates eintrat oder nicht. 


2. Es ist weiter von Interesse, festzustellen, in welchen Organen 
die bei linger fortgesetzter Tricalcolgabe retinierten Kalk- und Phosphor- 
siuremengen assimiliert werden. Da beim wachsenden Organismus 
hierfiir in erster Linie das Knochenskelett in Frage kommt, wurde in 
einem zweiten 6 Wochen dauernden Fiitterungsversuch der EinfluB 
einer Tricalcolzulage auf die quantitative und qualitative Entwicklung 
des Skeletts wachsender Ratten verfolgt. 


3. Zur Deutung der in den beiden Fiitterungsversuchen erhaltenen 
Resultate ergaben sich eine Reihe die Resorption und Assimilation des 
Tricaleols betreffender Fragen, zu deren Klarung Verdauungs- und 
Assimilationsversuche in vitro angesetzt wurden. Diese Versuche sind 
noch nicht abgeschlossen und sollen seinerzeit im Zusammenhang mit- 
geteilt werden. Einige bis jetzt gesicherte Resultate werden am SchluB 
dieser Arbeit mit verwertet werden. 
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Der Fiitterungsver 


M. Giirsching: 


Fiitterungsversuch 1. 


Versuchsanstellung. 


‘such | umfaBt eine Grundfutterperiode von 16 und 


eine Hauptperiode von 15 Tagen. Als Versuchstiere dienten zwei aus- 


gewachsene weiBe Ratten, Nr. 1, of, Nr. 2, 9. 





Dem eigentlichen Versuch 
war zur Erzielung§ stationaérer Stoffwechselver- 
haltnisse eine Il4tagige Vorperiode mit Grund- 
futter vorausgegangen. 

Die Tiere befanden sich in Stoffwechselkafigen 
aus Zinkblech [modifiziert nach W. V6ltz (27), 
Abb. 1] mit getrennter glaserner Harn- und Kot- 
sammlung bei einer Temperatur von 23 — 2° und 
wurden taglich einmal gefiittert. Thr Gewicht 
wurde zu Anfang und Ende jeder Periode fest- 
gestellt, dazwischen aus auBeren Griinden in der 
Grundfutterperiode am fiinften, in der Haupt- 
periode am neunten Versuchstage. 

Das jeweilige Futtergemisch mit der in den 
Tabellen [I und II verzeichneten Zusammen- 
setzung, etwa dem Erhaltungsbedarf entsprechend., 
wurde mit Ausnahme des Specks vor Beginn des 
Versuchs aus den feingepulverten Komponenten 
in toto gemischt, hiervon dann taglich 7,5g + 0,6 ¢ 








Speck pro Tier herausgewogen und vor der Ver- 
Abb. 1. abreichung mit Wasser zu einem dicken Brei ange- 
Stoffwechselkifig (mod. n. riihrt. Es wurde imallgemeinen von denTieren quan- 
W. Volts) mit Harn- u. Kot- titativ aufgenommen, nur an 2Tagen der Haupt- 
sammlung _ (Vertikalschnitt, : . s . . ' ae ; 
1/;, nat. Gr.) u. Futtersehleuse Periode lieBen sie einen kleinen Rest unverzehrt, 
(Horizontalschnitt, !/,nat.Gr.) der von der Gesamteinnahme subtrahiert wurde. 
Tabelle I. 
, Salzgemisch 
7 Getrocknetes  Fleisch- : ’ he : 
Futter “fr anes nach Spéck Tricaleol Summe 
je Tier und Tag Weibibrot pulver Me Collum 
gz g g g g g 
Grundfutterperiode 6,465 0,970 0,065 0,60 — 8.100 
F Hauptperiode . . . 6,796 0,508 0,020 0,60 0,203 8,100 
Tabelle II. 
Grundfutterperiode Hauptperiode 
q 09 des x, % des s 0, des -- 0, des 
mg P Gesamt-P ™® Ca Gesamt-Ca | ™8 P Gesamt-P mg Vs Gesamt-Ca 
i WeiBbbrot + 
Fleisch + Speck | 1048 60,1 1,99 27,7 10,56; 51,4 1,47 8,3 
Salzgemisch . . 6,97 399 5,20 72,3 2,15) 104 1,59 8.95 
3 Tricaleol. : — — - _ 7,85 38,2 14.70 82,7 
Summe 17,45 100.0 '7,19 1000 20,56 100.0 17.76 99.95 
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Bei Gewinnung der Exkremente wurde auf méglichst getrennte Samm- 
lung von Harn und Kot geachtet, indem der Kot haufig vom Kotnetz ab- 
genommen und lufttrocken gewogen verwahrt wurde. Der Harn floB in 
einen 100-cem-MeBzylinder mit 10 cem 3°,ig. HCl. Das so direkt erhaltene 
ungefahre Tagesharnvolumen (5 bis 10 cem) wurde jeweils vor dem quanti- 
tativen Ausspiilen am Mefzylinder abgelesen. Danach wurde der Draht- 
boden mit warmem, destilliertem Wasser, Kotnetz und Harntrichter mit 
3°,ig. warmer Salzsiure abgespiilt, bis das Volumen von Harn und Spiil- 
fliissigkeit 100 cem betrug. Nach dem Abfiillen in wohlverschlossene Stand- 
flaschen war jeder Tagesharn auf genau 150 cem verdiinnt. 


Analysenmethoden. 


Die einzelnen Harne wurden gesondert, die verabreichten Futter- 
gemische und der Kot periodenweise auf ihren Gesamtgehalt an P und Ca 
analysiert. 

Die P-Bestimmung in 2cem der Harnverdiinnung erfolgte durch 
Ammonmolybdatfallung in der durch Sauregemischveraschung nach Neu- 
mann erhaltenen Aschenlésung nach der von Newmann u. a. von Heubner (6), 
Kleinmann (12) und Iversen (9) modifizierten titrimetrischen Methode. 
Zum Abfiltrieren des Niederschlags wurden (rasfiltertiegel verwendet !. 
Zur Kalkbestimmung wurden 30cem der Harnverdiinnung trocken ver- 
ascht, in 0,5n HCl gelést, nach Kramer und Tisdall (20) gefallt und mit 
n/1l00 KMnO, titriert. 

Von den Futtergemischen und vom Kot wurden zur P- und Ca-Analyse 
jeweils 0,5 bis 1 g eingewogen, im Ajeldahl-Kolben feucht bzw. im Pt-Tiegel 
trocken verascht, zu 100 cem gelést und dann wie oben analysiert. 


Diskussion der Fehlerquellen. 


Die den Stoffwechselversuchen anhaftenden Fehlerméglichkeiten 
lassen sich scheiden in 1. Physiologische Fehlerquellen (Verschiebung des 
intermediaren Mineralstoffwechsels wiaihrend des Versuchs, Gefahr vor- 
iibergehender Retentionen); 2. Wdngel der Versuchsanstellung (Futterverluste 
durch Verstreuen, Verluste an festen und fliissigen Dejekten, Abwurf 
unverzehrten Futters in die Kot- und Harnsammler, unregelmaBige Auf- 
nahme von Trainkwasser); 3. Analysenfehler (Pipettier-, Wasch-, Titrier- 
und Inhomogenititsfehler, systematische Analysenfehler, Eichfehler der 
MebgefaiBe). 

Die Beriicksichtigung aller dieser Méglichkeiten ergibt einen gesamten 
mittleren Fehler von rund + 3°, des Bruttoumsatzes an P bzw. Ca. 


Resultate des Fiitterungsversuchs 1. 


Uber die Ergebnisse des Versuchs unterrichten die nachstehenden 
Ubersichten der Einnahmen, Ausgaben und Bilanzen, welche die Analysen 
fiir die einzelnen Perioden zusammenfassen : 


1 Hieriiber ist gesonderte Mitteilung in Vorbereitung. 
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Tabelle III. 
Gesamteinnahmen. 
Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 
Futter Grundfutterperiode | Hauptperiode Grundfutterperiode Hauptperiode 
mg P mg Ca mg P mg Ca mg P mg Ca mg P mg Ca 
Weibbrot + 


Fleisch + Speck 
Salzgemisch 
Tricalec iI . 


168,0 320 1498 20.9) 1680 3820 1506 21.0 
111.6 834 303 225) 1116 8384 304 226 
- — 1114/2077] — — 151.9 208.7 











Summe 279,6 1154 291,5|251,1 | 279,6 115.4 292.9 252.3 
Tabelle IV. 
Gesamtausgaben. 
Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 
hii Grundfutterperiode | Hauptperiode jrundfutterperiode Haupt periode 
scheidung | Dauer 15 Tage Dauer 16 Tage Dauer 15 Tage 


| Gesamt pro Tag || 


im Harn 191,6 


im Kot 67,7 
Summe 259,3 
im Harn 17,2 
im Kot 106,7 
Summe 123,9 


Dauer 16 Tage 


Gesamt pro Tag Gesamt pro Tag Gesamt pro 1 ag 
Phosphor in mg 
12.0 98,3 6.6 193,4 12,1 85.0 5 
4,2 102.8 6,8 73,5 4.6 120,7 8, 
16,2 201,1 13,4 266,9 | 16,7 205,7 | 13,7 


I 


on 


Calcium in mg 


1,1 16,7 1,1 17,3 1,1 16,7 1,1 
6,6 1901 12,7 106,4 6.6 185,38 12,3 
7,7 206,8 13,8 123,7 a4 202,1 13,4 


Tabelle V. 


Gesamtbilanzen. 





Anfangsgewicht . 
Endgewicht . 


Gewichtsanderung 


Einnahmen . 
Ausgaben . 


Bilanz 


Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 


Grundfutterperiode | Hauptperiode Grundfutterperiode, Hauptperiode 





Dauer 16 Tage Dauer 15 Tage Dauer 16 Tage Dauer 15 Tage 


Mittel Mittel Mittel 


Gesamt b. -- Gesamt proTag Gesamt pro Tag Gesamt pro Tag 
Koérpergewicht in g 

117,0 || 130,0 121.5 127.0 

130,0 | 141,0 127,0 143,2 


+130 +0,81 |+11,0 40,73 +5,5 | +081 +162 +1,0 


Phosphor in mg 
279.6 | 17,5 (291,5,19,4 | 279.6 
259,38 16,2 =201,1 13,4 | 266,9 


+90,4 +6,0 | +12,7 


7,5 ||292,9 19,5 
7 | 205,7 13,7 
0,8 |+87,2 +5,8 


+20,3 +1,3 














nim nm 


ee a” a 








‘iode 


ng Ca 


21,0 
22.6 
08,7 
52,3 


de 
ge 


Tag 


on 


jode 
lage 


ittel 


» Tag 

















KinfluB v. kolloidal geléstem Tricalciumphosphat a. d.Ca-u. P-Umsatz. 145 


Tabelle V (Fortsetzung). 





Tier Nr.J Tier Nr. 2 
e 
Grundfutterperiode Hauptperiode Grundfutterperiode Hauptperiode 
Dauer 16 Tage Dauer 15 Tage Dauer 16 Tage Dauer 15 Tage 
Mittel Mittel Mittel Mittel 


Gesamt Gesamt Gesamt Gesamt 


pro Tag proTag pro Tag pro Tag 
Calcium in mg 

Kinnahbmen . . . 115.4 7,2 251,1 | 16,8 115.4 ie 

Ausgaben . Se 123.9 7.7 2068 138 123.6 7 


a ee — 85 05 +443 +30 — 8,2 06 +502 4382 

Aus diesen Ubersichten geht zunichst hervor, daB sich beide Tiere in 
Grundfutter- und Hauptperioden vollkommen gleichsinnig verhalten. Die 
geringen Schwankungen, insbesondere in der Verteilung der Ausscheidungen 
auf Harn und Kot, zeigen keinen systematischen Zusammenhang, etwa 
mit dem Geschlecht der Tiere, und wirken sich nur in der P-Bilanz der 
Grundfutterperiode in einem merklichen Unterschied des P-Ansatzes 
(20.3 mg bei Tier Nr. | gegen 12,7 mg P bei Tier Nr. 2) aus. Ent- 
sprechend war auch die Gewichtszunahme bei Tier Nr. 2 viel geringer als 
bei Tier Nr. 1. 

Allerdings ist vermutlich bei der Wagung von Tier Nr. | am Ende der 
Grundfutterperiode -ein’ Fehler unterlaufen (Kot- und Harnabsatz nach 
der Wagung), so da’ wahrscheinlich die angegebene Gewichtszunahme in 
der Grundfutterperiode um etwa 2g zu hoch, diejenige der Hauptperiode 
um denselben Betrag zu niedrig erscheint. Aber auch dann noch wiirde 
Tier Nr. 2 allerdings in der hauptperiode die gréBere Gewichtszunahme 
trotz geringerer P-Retention zeigen. 

Die aufgenommene Nahrung enthielt sowohl in der Grundfutter- wie 
in der Tricalcolperiode stets mehr P als Ca, und zwar war die absolute 
P-Zutuhr in der Hauptperiode gegentiber der Grundfutterperiode mur 
geringfiigig vermehrt, wahrend die Ca-Einnahme in der Hauptperiode fast 
das 2!),fache derjenigen der Grundfutterperiode betrug. So stand den 
Tieren fiir einen eventuellen Ca-Ansatz, der wohl vorwiegend im NSkelet 
erfolgt, stets die nétige Menge Phosphorsaéure zur Verfiigung, und es mubte 
sich dann zeigen, ob ein Unterschied in der Verwertung der verschiedenen 
Ca-Formen bestand. 

Die Betrachtung des Stoffwechsels in der Grundfutterperiode ergibt 
nun folgendes Bild: Die im Harn und Kot ausgeschiedenen P-Mengen 
verhalten sich etwa wie 2: 1 bzw. 3:1. Nimmt man, ohne dali wir damit 
eine P-Ausscheidung in den Darm leugnen wollen, als Minimum der wirklich 
resorbierten Betraige die Summe vom im harn ausgeschiedenem und vom 
retinierten P, d. i. rund 210 mg P, an, so ergibt sich, daB, da der im Weibbrot, 
Fleisch und Speck wohl im wesentlichen in organischer Bindung aut- 
genommene Phosphor nur rund 170 mg betrug, noch mindestens die Haltte 
des im Me Collum-Gemisch verabreichten  anorganischen Phosphates 
resorbiert wurden. Leider laBt sich diese Betrachtung nicht auch aut das 
Ca ausdehnen, da hier ja der iiberwiegende Teil (in der Grundfutterperiode 
6/7 der Gesamtausscheidung durch den Darm entleert wird. Das Ver- 
haltnis P:Ca im Kot deutet nur darauf hin, da®B in ihm Caleium und 
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Phosphorsiiure im wesentlichen als Tricalciumphosphat vorliegen. Da die 
gesamte Ca-Einnahme mit 115,4 mg nur etwa 55 mg P als Ca,(PO,4), binden 
kann, so war die vorher geschatzte, minimal resorbierte Menge P (170 mg) 
noch verfiigbar, wenn tiberhaupt kein Ca resorbiert, sondern alles Ca als 
im alkalischen Milieu unlésliches tertiaires Phosphat im Darm verblieben 
wire. So wenig diese Uberlegung wegen ihrer nicht streng zutreffenden 
Voraussetzungen tatsachlich ist wahrscheinlich mehr Phosphorséure 
als der oben genannte Minimalbetrag und auBerdem, wie die Ca-Ausscheidung 
im Harn zeigt, sicher auch Ca, eventuell tiber hydrotrope Ca; (PO,).-Fett- 
siure-Cholséiureverbindungen (s. a. S. 152) resorbiert worden, ferner braucht 
die Reaktion im Darm durchaus nicht stets (s. S. 153) alkalisch gewesen 
zu sein zwingend sein mu, so zeigt sie doch, daB bei entsprechendem 
Uberschu8B von Phosphationen die Ca-Resorption mindestens stark be- 
hindert sein kann. Da8 sie es in der vorliegenden Grundfutterperiode auch 
wirklich war, lehrt die Ca-Bilanz, die bei beiden Tieren schwach, aber 
deutlich negativ ist, obwohl den Tieren in der Nahrung brutto fast das 
Doppelte des iiblicherweise (1) (18) als Erhaltungsbedarf anzusetzenden 
Quantums an Ca zur Verfiigung stand. Da sich die Tiere (S. 142) hinsichtlich 
ihres Mineralstoffwechsels in einem stationéren Zustande befanden, und 
da ferner wihrend der Grundfutterperiode nicht nur keine Einschmelzung 
von Kérpersubstanz, sondern sogar eine geringer Ansatz stattfand, gewinnt 
die Annahme, daB die Tiere trotz reichlichen Ca-Angebots im Futter unter 
einem gewissen inneren Ca-Mangel standen, an Wahrscheinlichkeit. Denn 
es ist, auch im Hinblick auf die aufgenommenen Phosphorséiuremengen nicht 
einzusehen, warum, wenn wirklich geniigend resorbiert hatte werden kénnen, 
die Bilanz negativ wird. Offenbar geniigt also auch die Aufnahmemédglich- 
keit mit Hilfe geléster Fettsiure-Cholsiurekomplexe nicht, um den Ca- 
Bedarf zu decken. Tatséachlich entsprach auch unsere Futterzusammen- 
setzung noch nicht dem fiir die optimale Begiinstigung der Ca-Resorption 
durch Fett bekannten Verhaltnis Fett : Ca = 1: 0,04 — 0,08 (11) (s. S. 152), 
sondern war in der Grundfutterperiode 1: 0,013, lag also erheblich enger 
als das obige Resorptionsoptimum. 


Die Haupt-(Tricalcol-) Periode unterscheidet sich zunachst durch den 
gréBeren Ca-Gehalt des Futters, der, wie erwahnt, etwa das 2'/,fache des- 
jenigen des Grundfutters betragt, wobei (s. Tabelle II) iiber 80°, der 
Gesamtkalkeinnahme auf den im Tricalcolkalk kolloidal gebundenen und 
nur rund 9°,, d.i. 1,59 mg pro Tag, also absolut und relativ weniger als in 
der Grundfutterperiode, auf direkt ionisierbaren Kalk entfallen. Auch 
beim Phosphor, dessen Gesamtmenge nur um rund 18°, gegeniiber der 
Grundfutterperiode gesteigert ist, vermindert sich der in rein anorganischer 
Form gereichte Betrag um rund 30°, der Gesamteinnahme, an deren 
Stelle Tricaleolphosphor mit 38°, getreten ist. Die Tiere muBten also 
nun ihren Kalk- und Phosphorséurebedarf zu wesentlichen Anteilen aus 
dem im Tricalcol enthaltenen tertiéren Caleciumphosphat decken. Bei 
Betrachtung der Ausgaben fallt sofort der Riickgang der PO,-Ausscheidung 
in den Harn auf, der zum gr6éBten Teil bedingt ist durch den starken P-Ansatz, 
zum geringeren Teile aber seine Erklarung in einer geringeren Resorption, 
oder wahrscheinlicher in einer erhéhten Ausscheidung in den Darm findet. 
Umgekehrt haben sich namlich P- und Ca-Mengen im Kot stark erhéht. 
wobei jedoch das Verhaltnis P: Ca ungefahr konstant blieb, also wiederum 
etwa dem Tricalciumphosphat entspricht. Der Harnkalk ist im Unterschied 
vom Phosphor genau demjenigen der Grundfutterperiode gleich. Diese 
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beiden Feststellungen, der Riickgang der P-Ausscheidung im Harn, ver- 
bunden mit unveranderter Ausscheidung des Calciums sprechen, wenn 
man von einer unveranderten Resorption des PO, ausgeht, zwingend fiir 
eine Mehrresorption von Kalk in der Tricalcolperiode, ganz unabhingig 
davon, ob nun das infolgedessen im Stoffwechsel vorhandene Mehr an 
Kalkphosphat im Skelett assimiliert, oder durch den Darm wieder aus- 
geschieden wurde. DaB ein wesentlicher Betrag des Ca-Phosphats tatsachlich 
assimiliert wurde, zeigen die in der Hauptperiode stark nach der positiven 
Seite verschobenen Bilanzen beider Komponenten. Dabei wurde, wenn 
man die betreffenden Retentionen in der Grundfutterperiode in Abzug 
bringt, ein Mehransatz von nachstehendem Ausmal erzielt : 


Tabelle VI. 








Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 
P Ca P Ca 
mg me mg mg 
Hauptperiode ....... 90,4 44.3 87,2 50,2 
Grundfutterperiode . . . . . 20,3 8,5 12,7 8,2 
Mehransatz bei Tricaleol . . 70,1 52.8 74.5 DS4 


Auffallen muB dabei der groBe Uberschu®B des zuriickgehaltenen P. 
Denn wenn man annimmt, da alles retinierte Ca mit Phosphorséure im 
Verhaltnis 2: 1 zu tertiarem Calciumphosphat, etwa im Skelett, angesetzt 
wurde, so wird dadurch noch nicht die Halfte des P-Mehransatzes bean- 
sprucht. Der gréBte Teil des P-Ansatzes geht also nicht in das Knochen- 
geriist, sondern wird in den Weichteilen, teilweise wohl in organischer Form 
gespeichert. 


DaB bei Tricalecolzufuhr die P-Assimilation den gleichzeitig erfolgenden 
Ca-Ansatz iibersteigen kann, geht schon aus einem Versuch Zuckmayers (30) 
am Hund mit Vellafistel (l.c. S. 241, Tabelle VI) hervor, in dem einer 
Ca-Retention von 598,5 mg Ca ein P-Ansatz von 759,4 mg P gegeniibersteht. 
Das Tier setzte also in der sechstiigigen Versuchsperiode etwa den 2'/,fachen 
Betrag desjenigen Phosphors, der von dem angesetzten Calcium zu Knochen- 
phosphat gebunden werden kann, an, wahrend in unserer Hauptperiode 
dieses Verhaltnis sogar 1:3,7 betragt. Auch bei Zuckmayer zeigte die 
entsprechende Vorperiode eine schwach negative Kalkbilanz (bis 175 mg), 
wahrend die Phosphorsiure — bei reiner Fleischkost — schon mit 462 mg 
positiv war. 


Demnach kann wohl kein Zweifel sein, daB auch in unserem Falle das 
kolloidale Kalk-PhosphorséureeiweiBpriiparat trotz peroraler Darreichung 
die Ca- und P-Bilanz im gleichen Sinne zu beeinflussen vermochte, wie bei 
Zuckmayers Fistelhund, und daB folglich die Einwirkung des Magensaftes, 
wie auch der Pankreasfermente, nicht zu einer die Resorptionsfihigkeit 
des Tricalcols aufhebenden Schadigung fiihrte, obwohl sich der tatsichliche 
Betrag der eingetretenen Resorption aus unseren Bilanzversuchen natiirlich 
nicht ableiten 1]aBt. 


Wie oben (S. 142) erwahnt, waren sowohl Haupt- und Grundfutter- 
periode nochmals unterteilt in je zwei Abschnitte von aus déufBeren Griinden 


10* 
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Tabelle VII. 





Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 
: Dauer ‘ : 
Dil : 
Period P-Ansatz | Ca-Ansatz P-Ansatz Ca-Ansatz 
Tage mg pro Tag|mg pro Tag mg pro Tag mg pro Tag 


Grundfutter- | 1. Abschnitt 5 + 1,56 — 0,94 + 0,60 — 0,39 
periode | 2. a 11 + 1,14 — 0,35 + 0,81 — 0,44 

: ae i» ‘~ +] + 7,60 + 3.8 + 7.03 +46 
Haupt periode | 2. ‘ & + 3167 +18 + 400 +16 


allerdings nicht gleicher Dauer. Die aut Tageswerte umgerechneten Einzel- 
bilanzen dieser Perioden (Tabelle VIL) lassen aber, auch wenn man beriick- 
sichtigt, dab diese Teilwerte, sowohl weil die Unterperioden fiitterungs- 
technisch nicht gegeneinander abgegrenzt waren, wie auch wegen ihrer 
verschiedenen Lange, weder untereinander noch gegeniiber den Cesamt- 
perioden gleiches Gewicht beanspruchen kénnen, deutlich ersehen, dak 
sich der tagliche Ansatz keineswegs gleichmaBig auf die gesamte Tricalcol- 
periode verteilt, sondern da die im ersten Abschnitt dieser Periode hohen 
Retentionen im zweiten Teile auf bis fast ein Drittel der zuerst angesetzten 
Betrage gesunken sind. Fiir das Calcium erklart sich das ohne weiteres aus 
der Negativitat der Bilanz in der Grundfutterperiode, die eine Mehrauf- 
nahme bis zur Erreichung des Gleichgewichtes von vornherein wahrschein- 
lich macht. Fiir die Phosphorséiure jedoch, deren Bilanz schon in der Grund- 
futterperiode positiv war, muB eine voriibergehende Anhaiufung im ersten 
Teile der Tricalcolperiode angenommen werden, die, wie das auch sonst 
ja schon beobachtet wurde, bald wieder zur Ausscheidung gelangt und 
dadurch dann auch die Bilanz der anschlieBenden zweiten Hialfte ver- 
schlechtert. Trotz dieses unzweifelhaften Riickganges der P- und Ca- 
Ansatzwerte bleibt deren absoluter Betrag gleichwohl erheblich und belauft 
sich z. B. beim Phosphor immer noch auf nahe das Fiinffache des in der 
Grundfutterperiode im Mittel Assimilierten. Die hier gefundenen Ver- 
haltnisse lieBen es aber doch wiinschenswert erscheinen, Ca- und P-Ansatz 
in einem lingeren Versuch zu kontrollieren und veranlaBten das anschlieBbend 


mitgeteilte Experiment. 


Fiitterungsversuch 2, 
Versuchsanstellung. 


In diesem Versuch sollte gepriift werden, inwieweit eine linger fort- 
gesetzte Fiitterung mit Tricalcolzulage das Wachstum, insbesondere die 
Skelettentwicklung von Ratten zu beeinflussen vermag. 

Von sechs méglichst gleich entwickelten, bei Versuchsbeginn 3 Monate 
alten weiBen Ratten aus einem Wurf dienten je drei als Versuchs- bzw. 
als Kontrolltiere. Beide Tiergruppen waren vor Versuchsbeginn schon 
1 Monat lang gleich gefiittert worden. Sie befanden sich zu je dreien in 
einem elektrisch auf der kritischen Stoffwechseltemperatur [nach (oto (4) 

28°] gehaltenen Doppelkafig. Das Futter (Tabelle VIII) wurde taglich 
einmal als dicker Brei verabreicht und meistens sehr gerne aufgenommen. 
Abwurf auf den Kotboden mégen schatzungsweise 


Futterverluste durch 
im Mittel einige Prozent der Einnahme betragen haben. 
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Tabelle VIII. 





Kontrolltiere g pro Tag Versuchstiere g pro Tag 
Getrocknetes Weibbrot . . . 6,5 Getrocknetes Weibbrot . . 6.7 
Lo 1,0 Fleischpulver . . . . ‘ 1,0 
Kase, gerieben . SS ear aaa 2,0 Kase, gerieben. . . . . . 2.0 
Me Collum-Salzgemisch . . . 0,06 Me Collum-Salzgemisch . . 0,02 

Tesomiosl ww wt te 0,20 


H,O ad libitum. 


Zur Verfolgung der Skelettentwicklung wurden die Tiere zu Beginn 
und Ende des Versuchs geréntgt. Herr Prof. Dr. Westhwes, Vorstand der 
Chirurgischen Tierklinik, war so liebenswiirdig, die erforderlichen Aut- 
nahmen in seiner Klinik vornehmen zu lassen, wofiir ich ihm meinen er- 
gebensten Dank auch an dieser Stelle aussprechen méchte. Desgleichen 
bin ich Herrn Kollegen Hellmich fiir ihre Durchtithrung zu groBem Danke 
verpflichtet. Diese Aufnahmen zeigten ohne Unterschied zwischen Versuchs- 
und Kontrolltieren durchaus normale und gleichmaBige Entwicklung des 
Knochengeriistes. 


Das Befinden wahrend des Versuchs war bei allen Tieren vorziiglich, 


ausgenommen Tier Nr. 6. Dieses hatte sich vermutlich beim Aufspannen 
zur Réntgenaufnahme eine Hernie zugezogen, die seine Bewegungs- 


fahigkeit und FreBlust stark beeintrachtigte. Im Verlauf des Versuchs 
ging der Bruch allerdings wieder zuriick, doch blieb das Tier nach wie vor 
etwas apathisch und verendete 3 Tage vor Beendigung des Versuchs. 
Da das Skelett keinerlei pathologische Verainderungen zeigte, wurde es 
mit denen der tibrigen Tiere weiterverarbeitet. 

Der Versuch dauerte 38 Tage. Dann wurden die Tiere niichtern ge- 
wogen, durch CO getétet, geréntgt, das Skelett (wofiir ich Herrn Kollegen 
Dr. Sechser za Dank verpflichtet bin) freiprapariert und bei 105° bis zur 
Konstanz getrocknet. Die getrockneten Skelette wurden im Morser méglichst 
fein zerrieben, wobei sich tibrigens die der Versuchstiere etwas spréder 
erwiesen als die der Vergleichstiere, und abermals getrocknet. Zur Analyse 
wurde jedes Skelettpulver mit 15g eines Gemisches aus 1 Teil Na CO, 
und 3 Teilen NaNO, (puriss. Kahlbawm z. Analyse) innig vermischt und 
portionsweise in einer mit 5 g Schmelze desselben Gemisches ausgekleideten 
Platinschale bei aufgesetztem Pt-Deckel verascht. Dann wurde mit 0.45 n 
HC! je zu 2000 cem gelést. Von diesen Aschenlésungen dienten je 2 ccm 
zur PO,- bzw. zur Ca-Bestimmung. 

Auswertung des Fiitterungsversuches 2. 

Uber die Entwicklung der Tiere orientiert zunachst ihre Gewichts 
bewegung (Tabelle IX), die bei allen Tieren erhebliche Zunahmen zeigt. 
und zwar liegen die Zunahmen der Tiere Nr. 4 und 5 absolut und relativ 
deutlich iiber denen der Kontrolltiere. Nur Tier Nr. 6 bleibt, sicherlich aus 
den oben angetiihrten Griinden, betrachtlich auch hinter den Kontroll 
tieren zuriick. Trotzdem ist aber der Zuwachs bei den Tricalcoltieren im 
Mittel noch etwas héher (+ 4,6 g) als bei den Kontrolltieren. Es bestatigt 
sich somit der tibrigens schon im Fiitterungsversuch | erhobene Befund 
einer Verbesserung auch des nichtmineralischen Ansatzes durch die Tri- 
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Tabelle LX. 





Kontrolitiere Versuchstiere 


Mittel aus 


1 2 3 Mittel 4 5 6 
4,5,6 4,5 
Endgewicht . . . . . 128,0/117,8 146.9 130.9 144,5151,9115,0 137,1 148,2 
Antangsgewicht . . . 68,0, 60,5 79,0 69,2 68.5 76,0 68,0 70,8 72.3 
Gewichts- | absolut 60,0) 57,3) 67,9 61,7 76,0 75,9 47,0 663 75.9 


zunahme |°, d. A.-G. 61,2; 64,3 601 61,9 71,3 66,7) 51,0 63,1 105,0 


calcolzulage. Denn daB das Mehrgewicht der Tricalcoltiere nicht im Skelett 
deponiert ist, zeigt Tabelle X, wonach die Skelettgewichte (Tr. 8.) beider 
Gruppen trotz unverkennbarer individueller Verschiedenheiten im Mittel 
zutalligerweise fast genau einander gleich sind, was wiederum fiir eine 
Ansatzbegiinstigung der Tricalcolgabe spricht. 


Tabelle X. 





Kontrolltiere Versuchstiere 


Knochengewicht Knochengewicht 


Tier Kiérper- ——_____— Tier Korper- : -~— 
gewicht 5 %/, des Kérper- gewicht 0/, des Kérper- 
Nr. absolut gewichts Nr. absolut gewichts 
1 128,0 7,80 6,09 4 144.5 7,66 5,30 
2 117,8 6,69 5,68 5 151,9 7,99 5,21 
3 146.9 7.37 5,02 6 115,0 6,36 5,35 
Mittel  130,9 7,29 5,60 Mittel 137,1 7,31 5,29 


Die quantitative Skelettzusammensetzung (Tabelle XI) weist deutliche 
Unterschiede auf; alle Versuchstiere haben héhere Ca- und P-Gehalte 
als die Kontrolltiere. 

Tabelle XI. 





Kontrolltiere Versuchstiere 
ma ann re g Ca mi T i g Pp 7 g Ca 

Tier a eens enentsppssiassonantntni Tier —— 
ins- 0/5 des ins- 0/9 des ins- %/y des ins- ®/9 des 
Nr. gesamt Skeletts  gesamt = Skeletts Nr. gesamt Skeletts gesamt Skeletts 

1 0,659 844 1,28 16,4 + 0,668 8,72 1,34 17.5 

2 0,570 ° 8,53 1,095 164 5 0,710 898 1,38 17.5 

3 0,596 8,07 1,16 15,7 6 0,596 937 1,19 18,7 

Mittel 0,608 8,35 1,18 16,2 Mittel 0,568 9,02 1,30 17,9 


Die Steigerung betragt im Mittel fiir P 8,0°,, fiir Ca 10,2°,, des Wertes 
der Vergleichstiere. Tier Nr. 6 verhalt sich hierbei wie die anderen Tiere 
seiner Gruppe, ja seine Ca- und P-Gehalte sind sogar die héchsten. Das 
Skelett der Tricalcoltiere hat also den héheren Mineralgehalt und dem- 
entsprechend, wenn man von einer unwahrscheinlichen Verdrangung des 
Mg und CO, in den Knochen absieht, geringere organische Knochensubstanz. 
Diese Verminderung der organischen Knochensubstanz bei der Tricalcol- 
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gruppe um 8 bis 12°, liegt z. B. nach den Analysen von Radasch (19) an 
Menschenknochen durchaus innerhalb der physiologischen Schwankungs- 
breite. 

Fir das molare Verhaltnis P: Ca, das neuerdings von Schwarz, Eden 
und Hermann (22) bei verschiedenen Tierarten ziemlich konstant zu 0,66 
bis 0,71 gefunden wurde, wobei der niedrigere Wert den kleineren Tieren 
zuzukommen scheint, ergaben unsere Bestimmungen die nachstehenden 
Quotienten (Tabelle XII), die weder bei den Tieren ein und derselben 
Gruppe, noch bei Versuchs- und Kontrolltieren zusammen einen wesent lichen 
Unterschied erkennen lassen und sich den obigen Zahlen vorziiglich an- 
schlieBen. Eine irgendwie erhebliche Veranderung der Skelettzusammen- 
setzung ist also durch die Tricalcolgabe nicht bewirkt worden. 


Tabelle XII. 





Kontrolitiere Versuchstiere 
Tier Nr.: 1 2 3 ~ 5 6 
P:Ca (molar) 0.66 0.67 0.66 0.65 0.67 0,65 
Mittel 0,663 0.657 


Der durch die Tricalciumphosphat-EiweiBzulage erzielte Mehransatz 
in den Knochen belauft sich im Mittel fiir das Calcium auf 120 mg pro Tier, 
d.i. 3,16 mg pro Tag und entsprechend fiir den Phosphor auf 50 mg pro 
Tier bzw. 1.32 mg pro Tag. Da der Kalkansatz normalerweise gréBtenteils 
dem Skelett zugute kommt, kann der hier assimilierte Betrag mit guter 
Naherung der gesamten Ca-Retention gleichgesetzt und mit derjenigen des 
Fiitterungsversuchs I verglichen werden. Dort war der Brutto-Ca-Ansatz 
in der Hauptperiode (Tabelle V) im Mittel + 3,18 mg pro Tier und Tag, 
also fast genau gleich der jetzt ermittelten Zahl. Hierbei ist aber zu beriick- 
sichtigen, daB der Kalkansatz im zweiten Abschnitt der Hauptperiode des 
Fiitterungsversuchs 1 mit 1,7 mg pro Tag nur halb so groB war als im 
Versuch 2. Die Kalkretention war also in diesem zweiten Versuch erheblich 
giinstiger als im zweiten Abschnitt der Tricalcolperiode unseres Bilanz- 
versuchs. Das wird leicht verstandlich, wenn man bedenkt, daB es sich im 
Fiitterungsversuch 2 um viel Jiingere, rasch wachsende Tiere handelte, 
deren Assimilationsvermégen bekanntermaBen gréBer ist als das aus- 
gewachsener. Zugleich aber wird es durch diesen Befund wahrscheinlich, 
daB der im zweiten Teil der Tricalcolperiode gefundene Retentionsbetrag 
einen unteren Grenzwert darstellt, mit anderen Worten, daB die Kalk- 
retention auch bei laingerer Ausdehnung dieses Versuchs kaum mehr er- 
heblich weiter gesunken ware. Fiir die Phosphorsaiure laBt sich aus der 
im Fiitterungsversuch 2 festgestellten Konstanz des Verhiiltnisses P: Ca 
bei Versuchs- und Kontrolltieren lediglich ableiten, daB die oben (S. 147) 
gemachte Voraussetzung, nimlich da im Fiitterungsversuch 1 der tiber- 
wiegende Betrag der P-Retention nicht auf das Skelett entfallt, dort tat- 
sachlich zutraf. 


Zur Physiologie des Tricaleolumsatzes im Organismus. 


Die im vorstehenden erhobenen Befunde, die jedenfalls die gute 
Resorptions- und Assimilationsfahigkeit des verwendeten Tricalcium- 
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phosphat-EiweiBpraparates auch nach vorhergegangener Magenpassage 
erweisen, legen es nahe, den Mechanismus dieser Vorgainge vom Standpunkt 
der neueren Anschauungen tiber den Kalk-Phosphorséurestoffwechsel zu 
betrachten. 

Zunachst ist fiir die Resorption des Ca die hohe Bedeutung der hydrotrop 
wirkenden Substanzen erkannt worden, die imstande sind, Ca auch in Form 
seiner a priori bei alkalischer Darmreaktion unléslichen fettsauren oder auch 
phosphorsauren Salze in Lésung zu halten und so ihre Passage durch die 
Darmwand zu erméglichen. Verzdar (25) bewies, daB z. B. Ca-Oleinat oder 
auch tertiares Ca-Phosphat mit den gepaarten Gallensiuren lésliche Kom- 
plexe bildet, auf deren Diffusionsfahigkeit der gréBte Teil der Ca-Resorption 
beruhen soll. Damit werden manche bislang ungeklart gebliebenen Tat- 
sachen der Kalkaufnahme aus dem Darm verstandlich. So gelang = es 
Klinke (13), u.a. den (s. a. 8S. 146) bekannten (8) (14) eigenartigen Einflu’ 
des Fettgehaltes der Nahrung auf die Resorption des Ca (Resorptions- 
optimum beim Verhaltnis Fett : Ca 1: 0,04 — 0,08) zwanglos aus der 
Bildung hydrotroper Ca-Fettséure-Cholsiureverbindungen im Darmkanal 
herzuleiten. Wenn allerdings Verzdér die Anschauung vertritt, daB ionisiertes 
Ca nur unter besonderen nichtphysiologischen Bedingungen resorbiert 
werde, so ist demgegeniiber zu bedenken, daB die Reaktion des Darm- 
inhaltes, wie zahlreiche diesbeziigliche Untersuchungen (2) (28) ergeben 
haben, noch nicht einmal im Jejunum alkalisch zu sein braucht, daB somit 
das Calcium im Darminhalt oft zu betrachtlichen Anteilen in ionisierter 
Form vorliegt, und es ist nicht einzusehen, warum es je nach den obwaltenden 
Mischungsverhialtnissen bei Annaiherung an die Darmwand nicht diese 
passieren soll, selbstverstandlich nach MaBgabe der jeweiligen die Diffusion 
bestimmenden Faktoren, zumal ein Umbau des hydrotropen Komplexes 
in der Darmwand auf alle Fille erfolgen muB, weil ja im Blute die hydro- 
tropen Gallenséiuren in viel geringeren Mengen auftreten, als nétig wire, 
um den Blutkalk in Lésung zu halten. Dementsprechend ist das nicht- 
ionisierte Blutcaleium an andere Komplexe gebunden als im Chymus, und 
zwar bekanntlich in einer durch die iiblichen Kalkfallungsmittel noch 
weitgehend erfaBbaren Form [vgl. (10), (28)]. Vermutlich handelt es sich 
auch um eine kolloidale Substanz, als die in erster Linie ein EiweiBkérper 
in Frage kommt. Alinke hat gezeigt (13), daB dieser Kérper, der ja, nach 
Ultrafiltrationsversuchen, den gr6éBeren Teil des Blutkalkes in Lésung 
hilt, ein negativ geladenes Kolloid ist. 

Erwagt man unter diesen Gesichtspunkten die Resorption unseres 
kolloidalen Kalk-Phosphorsiure-EiweiBpraparates im Diinndarm, so erhebt 
sich die Frage, ob das Praparat dort durch die tryptische Verdauung soweit 
abgebaut wird, daB das kolloidale Ca,(PO,4)s, seines Schutzkolloids beraubt, 
als unlésliches Phosphat auf die Resorption iiber Gallensdiure-Fettsaure- 
verbindungen angewiesen ist, oder ob eventuell auch Abbauprodukte des 
Schutzkolloids, also Peptone, eventuell Polypeptide oder selbst Amino- 
siiuren noch imstande sind, das Tricalctumphosphat in Lésung zu halten. 
Wir haben diesbeziigliche Versuche in vitro in der Weise vorgenommen, 
daB wir sodaalkalische Tricalcollésungen mit stark wirksamem Pankreas- 
extrakt bei einem px von 7,8 (Chinhydronelektrode) verdauten, und beob- 
achteten, ob eine Ausflockung von Ca;(POj,), eintrat. Wir konnten diese 
aber in keinem Falle feststellen. Vielmehr war das System nach wie vor 
stabil und konnte, wodurch Ubersattigungserscheinungen ausgeschlossen 
sind, gekocht werden, ohne daB eine Fallung eintrat. Die verdauten Lésungen 
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diffundierten durch Diffusionshiilsen. Dabei war der Abbau, wie die an- 
gestellten qualitativen Reaktionen bewiesen, mindestens bis zur Peptonstute 
gegangen, in einem Falle war selbst diese nicht mehr nachweisbar. Ob in 
diesen Verdauungsgemischen nach wie vor kolloidales Ca,(PO,4), zugegen 
war, oder ob es mehr oder minder molekular durch hydrotrope Wirkung 
der EiweiBspalt produkte in Lésung gehalten wurde, ist noch unentschieden. 
Da es uns bisher allerdings nicht gelang, Ca,(PO 4). in Witte-Peptonlésungen 
hydrotrop zu lésen Versuche mit niedermolekularen EiweiBbausteinen 
sind noch nicht durchgeftihrt . ist es wahrscheinlich, daB auch in den 
trypsinverdauten Systemen der kolloidale Zustand des Ca,(PO,). erhalten 
geblieben war. 

Zuckmayer (l.e.) hat schon im Jahre 1912 eine Theorie der Kalk- 
und Phosphorsiureaufnahme diskutiert, deren Ausgangspunkt die von 
ihm festgestellte vorziigliche Resorbierbarkeit des Tricaleols war. Nach 
dieser Theorie sollte aus den im = sauren Magensaft gelésten Kalk- 
und Phosphorsauresalzen beim Ubertritt in den alkalischen Darm Tri- 
calciumphosphat gebildet, jedoch von den gleichzeitig anwesenden Eiweil- 
k6érpern und ihren Spaltprodukten ahnlich wie im Tricalcol kolloidal in 
Lésung gehalten werden und so der Resorption zugéinglich bleiben. Diese 
Vorstellung mag fiir manche Falle das Richtige treffen, sicher aber kann 
sie nicht allgemein angewandt werden, denn die supponierte, stets alkalische 
Reaktion des Diinndarminhaltes ist (S. 152) haufig nicht erfiillt. Sie wiirde 
auch nicht imstande sein, die auch nach unseren Befunden wahrscheinlich 
hohe Resorptionsfahigkeit des Tricalcol-Kalkphosphates gegeniiber der 
doch wesentlich schlechteren des Tricalciumphsophates allein  (Crrund- 
futterperiode in Versuch 1) zu erklaren, sondern wiirde die gleiche Aus- 
nutzung jedes Phosphates und Ca-Salzes fordern, wenn nur geniigend 
EiweiB in der gleichzeitig aufgenommenen Nahrung vorhanden ist. Eine 
derartige Abhangigkeit ist aber bisher nie beobachtet worden. Vielmehr 
ist gerade infolge der Aufnahme von tierischem Eiweif der Darminhalt 
gelegentlich in seiner ganzen Linge sauer (2). 

Ist so die Bildung von kolloidalen Tricalciumphosphateiweibkomplexen 
im Laufe der Verdauung als Regel abzulehnen, so bleibt davon die Tatsache 
unberiihrt, daB, wenn diese Kérper dem Darmtraktus zugefiihrt werden, 
ihre Resorbierbarkeit vorziiglich ist und, wie wir zeigen konnten, auch 
beim tryptischen Abbau weitgehend erhalten bleibt. Sie ist insbesondere 
auch unabhangig von dem Bestehen des Fettoptimums (siehe Fiitterungs- 
versuch 1). 

Fiir das Verstandnis der Tricaleolwirkung sehr bedeutsam sind die in 
den letzten Jahren erreichten Fortschritte in der Erkenntnis des Chemismus 
der Ossifikationsvorgiange (3) (13). Danach besteht alle Wahrscheinlichkeit 
dafiir, daB die Verkalkung der Knorpel- und Knochengewebe nicht einem 
direkten PrazipitationsprozeB von Tricalcitumphosphat gleichzusetzen ist. 
sondern vielmehr stufenweise tiber die Bindung einer primaren Calcium 
phosphat-EiweiBverbindung durch Knorpelgewebe [Freudenberg und G yérqy 
u. a. (3)] verlauft. Wenn nun, wie ja erwiesen, die Verfiitterung des kollo 
idalen Kalk-Phosphorsaure-Eiweibpraparates die Ca-Ablagerung im Knochen 
fordert, und wenn auch bei der Verdauung der kolloidale Zustand seines 
Calciumphosphates erhalten bleibt, was nach obigem ebenfalls wahrschein- 
lich ist, so liegt es nahe, anzunehmen, da zwischen der als Vorstufe bei der 
Ossifikation wirksamen Calciumphosphat-EiweiBverbindung und dem 
Tricalcol selbst oder seinen Umwandlungsprodukten Beziehungen bestehen, 
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die die Bildung jener ersten Ossifikationsphase im Organismus begiinstigen. 
Solange allerdings weder iiber die Natur der fraglichen Ca-EiweiBverbindung 
im Knorpelgewebe, noch tiber die im Blute das Calcium in Lésung haltende 
Naheres nicht bekannt ist, kann hieriiber nichts Positives ausgesagt werden. 
Es ergibt sich aber aus dem Dargelegten vielleicht ein Weg, der hier weiter- 
fiihrt, namlich die Aufnahme von Ca und P durch lebendes Knochengewebe 
aus Lésungen, welche dem ‘Tricalcol ahnliche Kalkphosphat-FiweiB- 
verbindungen enthalten, zu verfolgen. Ich behalte mir vor, iiber solche 
und weitere, den Resorptions- und Assimilationsmechanismus tricalcol- 
aihnlicher WKalk-Phosphorsaéure-EiweiBverbindungen zu _ berichten. Ein 
Anfang auf dem angedeuteten Wege ist insofern gemacht, als durch Uber- 
fiihrungsversuche nachgewiesen werden konnte, daB in alkalischer Lésung 
die Tricalcolkomplexe negativ geladen sind. 


Zusammenfassung. 


1. Vergleichende Ca- und P-Stoffwechsel-Bilanzversuche an weiBen 
Ratten mit und ohne Verabreichung eines kolloidalen Kalk-Phosphor- 
siure-EiweiBpraparats (Tricalcol) ergaben deutlich eine giinstige Be- 
einflussung der Ca- und P-Bilanzen durch Tricalcol. Die P-Retention 
in der Tricaleolperiode betrug im Mittel das 5,4fache des Ansatzes in 
der Grundfutterperiode. Beim Ca wird eine in der Grundfutterperiode 
schwach negative Bilanz wihrend der Tricalcolgabe stark positiv. Auch 
der Ansatz an organischer Kérpersubstanz ist in der Tricalcolperiode 
gegentiber der Grundfutterperiode gesteigert. 


2. Bei drei rund 6 Wochen mit Tricalcolzulage gefiitterten Ratten 
wurde gegeniiber den Kontrolltieren gleichen Wurfes ein mittlerer Mehr- 
ansatz an Skelett-Calcitumphosphat von 8 bis 10 %, festgestellt, wihrend 
eine Vermehrung des mittleren Skelettgewichts nicht stattfand. Der 
Kalkansatz im Skelett stimmt mit dem mittleren Kalkansatz des Bilanz- 
versuchs iiberein. Eine Anderung des Verhiltnisses P : Ca im Knochen- 
geriist trat nicht auf. 


3. Beide Versuche ergeben somit, soweit sie auf andere Omnivoren 
iibertragen werden kénnen, tibereinstimmend mit klinischen Befunden 
von anderer Seite, daB auch die perorale Verabreichung von Tricalcol 
geeignet ist, Kalk- und Phosphorséurebilanz des Organismus giinstig 
zu beeinflussen, und erweisen damit erneut die medikamentése Brauch- 
barkeit des Praparats. 


4. Das im Tricalcol an EiweiB als Schutzkolloid gebundene kollo- 
idale Tricalciumphosphat blieb auch bei weitgehender tryptischer Ver- 
dauung noch in Lésung. Tricalcol erwies sich als in sodaalkalischer 
Lésung negativ geladenes Kolloid. Diese Eigenschaften werden in 
Beziehung gesetzt zu den neueren Anschauungen tiber den Mechanismus 
der Resorptionsvorgange und der Ossifikation. 
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Biochemische Umbildung des Zuckers durch Schimmelpilze. 


Die Umbildung der Fumarsiure, Anhiufung der Ameisensiure und der 
Chemismus der Oxalsiurebildung. 


Von 
T. Chrzaszez und M. Zakomorny. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa. ) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1932.) 


In den vorhergehenden Untersuchungen iiber die biochemische 
Umbildung des Zuckers zu Citronensaure durch Schimmelpilze sprachen 
wir die Ansicht aus, daB8 dieser ProzeB in zwei Phasen vor sich geht. 
In der ersten geht er in Ubereinstimmung mit der Theorie von Newberg 
bis zum Athylalkohol bzw. zur Essigsiure, die zweite Phase umfabt 
gemaB unserer Theorie die weitere Umbildung des Athylalkohols bzw. 
der Essigsiure, welche je nach den physiologischen Eigenschaften des 
Pilzes und den Bedingungen seiner Einwirkung auf zwei verschiedenen 
Wegen stattfindet, und zwar entweder iiber Bernstein-e —» Fumar- 
—» |-Apfelsiure bis zur Citronensiure oder iiber Essig- —> Glykol- 
—» |-Apfelsiure zur Citronensiure. Im letzteren Falle kann der 
ProzeB bei der Glykolsiure stehenbleiben, und die Umbildung fiihrt 
dann nicht zur Citronen-, sondern zur Oxalsaure?. 

Diese Ansichten werden in hervorragender Weise durch die Unter- 
suchungen von Suther und Walker? unterstiitzt, die bei der Einwirkung 
von Aspergillus niger auf Natriumhexosediphosphat Methylglvoxal nach 
der gleichen Methode erhielten, nach der Neuberg und Mitarbeiter*® die 
Bildung dieser Verbindung bei der Einwirkung von Hefe und vielen 
anderen Zellen unter ahnlichen Bedingungen nachgewiesen hatten. Da 
man aus Methylglyoxal Brenztraubensiure und besonders aus Brenz- 


' T. Chrzaszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 222, 243, 1930; 229, 343. 
1931; 7. Chrzaszez, D. Tiukow u. M. Zakomorny, ebenda 250, 254, 1932. 

2 A.J. Suther u. T. K. Walker, Biochem. J. 2, 317, 1932. 

3 (, Neuberg u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 2038, 463, 1928; 210, 466, 
1929; Ber. 63, 1986, 1930; diese Zeitschr. 216, 479, 1929; 224, 275, 1930. 
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traubensaure leicht Athylaldehyd und Essigsaure erhalten kann!, sehen 
wir in den Untersuchungen von Suther und Walker einen sehr wichtigen 
Beweis dafiir, daB der von uns gezeigte Weg der Zuckerumbildung durch 
Schimmelpilze in seiner ersten Phase richtig ist. Wichtig ist, daB auch 
durch diese Arbeit gezeigt wird, iiber welche Verbindung dreier Kohlen- 
stoffatome die Zuckerumbildung durch Schimmelpilze in dieser ersten 
Phase vonstatten geht. Neuere Mitteilungen von Bernhauer, besonders 
die Feststellung, da8 auch Aspergillus niger aus Athylalkohol Citronen- 
siure bildet?, bestatigen unsere Ergebnisse und bilden eine Stiitze fiir 
die Richtigkeit unserer Theorie, daB in der zweiten Phase Citronensiure 
aus Athylalkohol und Essigsiure entsteht. 


Neben der Citronensiure nimmt bei der Zuckerumbildung durch 
Schimmelpilze die Oxalsiure eine bevorzugte Stellung ein. Die Bildung 
dieser Saure, die mitunter sogar in erheblicher Menge neben Citronen- 
siure und anderen Sauren auftreten kann, ist in zahlreichen Fallen 
nicht nur in Kulturen niederer Organismen, sondern auch in Geweben 
héherer Pflanzen und Tiere nachgewiesen worden. Auch in zahlreichen 
Fallen von Oxydation von Zucker auf rein chemischem Wege ist diese 
Saure erhalten worden. Trotz dieser so zahlreichen Feststellungen des 
Auftretens von Oxalsaure in der Natur und ihrer Anhaufung wahrend 
der biochemischen Zuckerumbildung ist bisher die Art und Weise ihrer 
Entstehung nicht geniigend aufgeklirt. 


Der erste, der sich mit der Entstehung von Oxalsaéure bei Schimmel- 
pilzen, und zwar bei Aspergillus niger beschiftigte, war Wehmer; seiner 
Ansicht nach geht die Bildung von Oxalsaure bei verschiedenen Schimmel- 
pilzen iiber Citronen-* bzw. Gluconsidure*. Er gibt jedoch keine Erklarung 
des Mechanismus ihrer Entstehung. noch viel weniger zeigt er den Weg, 
auf dem sie sich bildet. Auch andere Autoren, welche die Bildung dieser 
Saure durch Schimmelpilze in Zuckernaihrlésungen feststellten, geben in 
dieser Richtung keine Erklairungen®. Was die Untersuchungen iiber die 
Bildung von Oxalséure aus Zuckerumbildungsprodukten und iiber ihre 
Anhaufungsbedingungen betrifft, so verdient die Arbeit von Pa/istrich 
und Clark® erwihnt zu werden. Letztere erhielten groBbe Mengen von 
Oxalsiure bei Kulturen von Aspergillus niger auf zweibasischen Sauren 
mit vier Kohlenstoffatomen und besonders bei solchen auf Bernstein 
und Fumarsiure. Charpentier’ stellte fest, daB Oxalsiure sich in Kulturen 
von Sterigmatocystis nigra erst dann anhiufte, wenn die Bildung von 


' ('. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 90, 1914; 7). Nagayama, ebenda 116, 
303. 1921; 7. K. Walker u. Coppock, J. Chem. Soe. 1928, 8. 808. 

2 K. Bernhauer u. N. Béckl, diese Zeitschr. 258, 16, 1932. 

3 C, Wehmer, Ber. 5S, 2616, 1925. 

4 Derselbe, diese Zeitschr. 197, 431, 1928. 

5 Siehe Literatur 7’. Chrzqszcz u. D. Tiukow. ebenda 218, 73, 1930. 

6 H. Raistrick u. A. Clark, Biochem. J. 13, 329, 1919. 

7 P. Charpentier, C.r. 141, 367 u. 429. 
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Sporen bereits eingetreten war. Currie und Thom! beobachteten, dab 
Penicillium oxalicum nicht nur aus Zucker Oxalséure bildete, sondern 
auch aus Kartoffelstirke und Pepton. Dieselben Autoren fanden ferner ®, 
daB in alteren Kulturen von Aspergillus niger Oxalsiure anstatt anderer 
organischen Sauren, deren Menge dann in der Lésung abnimmt, angehauft 
wird. Diese Beobachtung fand ihre Bestaétigung in den Untersuchungen 
von Amelung*. Chrzqaszcz und Tiukow* finden die Bildung dieser Saure 
in Penicilliumkulturen auf essigsauren Salzen und schlieBen daraus, dab 
Oxalsiure ein weiteres Umbildungsprodukt der Essigsaure ist. Butkewitsch 
und Fedorow® erhielten groBe Mengen von Oxalsiure bei der Einwirkung 
der Pilzdecke auf Essig- und Bernsteinsiure und folgerten daraus, dab 
Bernsteinséure ein Zwischenprodukt bei der Bildung von Oxalséure aus 
Essigsiure darstellt. Thies® findet Oxalsiure in Kulturen von Aspergillus 
fumaricus auf Na-, K-, NH,-Salzen einer Reihe von organischen Sauren, 
darunter auch von Bernstein- und Fumarsaéure. Schreyer? beobachtete 
die Anhéufung von Oxalsaure in Aspergilluskulturen auf Fumarséure und 
findet, daB die Umbildung von Fumar- zu Oxalsaure leicht vonstatten geht. 
Kine ausfiihrliche Erklarung des Bildungsmechanismus der Oxalséure iiber 
Glykolsiure durch direkte Oxydation der Essigséiure in den Kulturen von 
Aspergillus niger geben schlieBlich Walker, Subramaniam und Challenger ; 
die Ergebnisse dieser Autoren werden durch die Untersuchungen von 
Bernhauer und Scheuer bestdtigt®. 

Aus den obigen Untersuchungen geht hervor, daB das Material, 
welches zur Bildung von Oxalsaure in der zweiten Phase der biologischen 
Zuckerumbildung, also bei der Umbildung der entstehenden Sauren, 
dient, einerseits Glykolséure, andererseits Bernstein-, Apfel- und Fumar- 
siure sein kann. Wahrend die Bildung von Oxalsiure aus Essigséure 
iiber Glykolsiure durch direkte Oxydation durch Walker, Subramaniam 
und Challenger ihre hinreichende Erklarung gefunden hat, bleibt die 
Frage der biochemischen Umbildung der Fumar-, Bernstein- und Apfel- 
siure zu Oxalsiure weiterhin offen. Wenn wir annehmen, dab die 
Reihenfolge Essig- —> Bernstein- —> Fumar- —» Apfel- —» Citronen- 
siure geniigend von uns bewiesen ist, so entsteht die Frage, wo und 
iiber welche Produkte in dem obigen System die Bildung der Oxalsiaure 
stattfindet, wenn auBer diesen angefiihrten Sauren auch Oxalsiure 
auftritt. 

Man kénnte annehmen, daB der Angelpunkt die Fumarsiure ist, 
die leicht ein Molekiil Wasser aufnimmt, zu Apfelsiure wird und ein 


1 J. Currie u. C. Thom, J. of biol. Chem. 22, 287, 1915. 

2 C. Thom u. J. Currie, J. of Agric. Res. 7, 1, 1916. 

3 H. Amelung, Zeitschr. f. physik. Chem. 166, 161, 1927. 

4 T. Chrzqaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1931. 
5 

6 


W. Butkewitsch u. M. Fedorow, ebenda 219, 87, 1930. 
W. Thies, Ber. 64, 214, 1931. 
7 R. Schreyer, diese Zeitschr. 202, 131, 1928. 
8 7. K. Walker, V. Subramaniam u. T. Challenger, J. Chem. Soe. 1927, 
S. 200 u. 3044. 
9 K. Bernhauer u. Z. Scheuer, diese Zeitschr. 253, 11, 1932. 
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System Fumarsiure = Apfelsiure bildet. Dafiir wiirde auch die Tat- 
sache sprechen, daB auf Grund der Untersuchungen von Newberg und 
Mitarbeitern! die Apfelsaure leicht einer Umbildung iiber Oxalessigsiure, 
Brenztraubensaure, schlieBlich Acetaldehyd und Essigsiure unterliegt ; 
theoretische Anschauungen betreffs der Essigsaurebildung iiber Oxal- 
essigsiure auBerten fiir die Wirkung von Aspergillus niger Raistrick 
und Clark?, fiir Bakterien Quastel? und fiir Pflanzenmaterial Virtanen‘. 
In der letzten Zeit hat zwar Jacobsohn® ausfiihrliche Untersuchungen 
liber die Fumarsaure durchgefiihrt, begniigte sich jedoch lediglich mit 
der Aufklirung des Systems Fumarsiure = Apfelsiure, ohne die 
weiteren Umbildungen dieser Saiuren zu untersuchen. Aus diesen 
Griinden hielten wir es vor allem fiir nétig, die biochemischen Umbil- 
dungen zu untersuchen, denen die Fumarsiure in Schimmelpilzkulturen 
unterliegt. 
Experimenteller Teil. 

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen behielten wir unsere vor- 
herigen Methoden bei. Eine in sechs Erlenmeyer-Kolben von je 750 cem 
Inhalt auf siiBer Wiirze geziichtete Pilzdecke wurde griindlich mit 
sterilisiertem destillierten Wasser ausgewaschen, dann unter sterilen 
Bedingungen mit einer Lésung tibergossen, die etwa 26 g Ca-Fumarat 
in 1000 g Wasser enthielt —- der unlédsliche Teil des Ca-Fumarats war 
gleichfalls zusammen mit der Lésung auf die Kolben verteilt worden 
und bei Zimmertemperatur gehalten. Schon nach 2 bis 3 Tagen konnte 
die weitere physiologische Entwicklung der Schimmelpilze festgestellt 
werden, gleichzeitig wurde beobachtet, daB der unldésliche Teil des 
Ca-Fumarats deutlich kleiner wurde, und daB gewisse kleine Kristalle 
auf der Oberflache der Pilzdecke erschienen, die sich in der Folge als 
CaCO, erwiesen. 

Zu den Untersuchungen dienten neun Penicilliumarten: Penicillium 
»X“, P. Jenseni, P. aurifluum, P. citreo-nigrum, P. Chrzaszezi, P. 
Johannioli, P. aurantiobruneum, P. Thomi und P. Janczewski, auBerdem 
zwei Aspergillusarten: Asp. niger und Asp. oryzae. 


Versuche mit Penicillium NX“. 


Die Einwirkungsdauer der Schimmelpilzkultur auf das Ca-Fumarat 
betrug 11 Tage. 


1 C, Neuberg u. L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 72, 1911; C. Neuberg u. 
G. Gorr, ebenda 154, 495, 1924. 

2 H. Raistrick u. A. Clark, Biochem. J. 18, 329, 1919. 

3 J. H. Quastel, ebenda 18, 365, 1924. 

4 A. Virtanen, Acta Chem. Fem. 6, 13, 1931. 

5 K. Jacobsohn, diese Zeitschr. 234, 401, 1931; 248, 1, 1931; 247, 
1932; C. r. soe. biol. 107, 94, 1931; 109, 506, 1932. 
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Der Kolbeninhalt wurde nach Erwarmen auf dem Wasserbad filtriert 
und der in dem Kolben und auf dem Filter verbliebene Niederschlag zunachst 
mit 30° iger Essigséure, dann mit 14° ,iger Salzsaure extrahiert. Das Gewicht 
ausgewaschenen und bei 95 bis 100° C getrockneten Mycels betrug 7,2 g. 
Das urspriingliche Filtrat wurde auf dem Wasserbad stark eingedampft 
und nach Zugabe einer dreifachen Menge Alkohol in den Eisschrank gestellt. 
Nach 24 Stunden war ein nur sehr geringer Niederschlag ausgefallt, welcher 
die Denigés-Reaktion auf Citronensaure zeigte. 

Nach Abdampfen des Alkohols wurde dann die Lésung mit Schwefel- 
siiure stark gesiuert und der Destillation mit Wasserdampt unterworfen. 
Das Destillat hatte eine stark saure Reaktion und reduzierte kraftig Silber- 
nitratlésung, was auf die Anwesenheit von Ameisensaéure hinwies. Zur 
Bestimmung der gesamten Menge der fliichtigen Sauren wurden 3 Liter 
Destillat gesammelt und fiir dessen Neutralisierung gegen Phenolphthalein 
52.4cem n NaOH verbraucht, was 2,41 g¢ HCOOH entsprechen  wiirde. 
Nach der Neutralisierung wurde dieses Destillat bis zur Trockne ab- 
gedamptt, die erhaltene Trockensubstanz betrug 3,47 g.  Letztere gab 
negative Reaktion auf Essigséure und wurde nach der Methode von Fincke! 
als HCOONa identifiziert. 

0.1018 ¢ dieser Substanz wurden in Wasser gelést und nach schwacher 
Ansauerung mit Salzsiure etwa 100 cem Sublimatlésung und einige Gramm 
Na-Acetat zugegeben. Dann wurde etwa 3 Stunden auf dem Wasserbad 
am RiickfluBkiihler gekocht und dabei reichliche Ausscheidung von Kalomel 
festgestellt. Der erhaltene Niederschlag wurde im Gooch-Tiegel ab- 
filtriert, mit Alkohol und Ather gewaschen, getrocknet und gewogen. Das 
Gewicht des Niederschlags betrug 0.6523 g, letzteres entspricht 

0,6523 . 0.0975 = 0,0636 g HCOOH, 
die gesamte aus dem Destillat erhaltene Substanz enthielt demnach 
2.1677 g HCOOH. 

Der nach Abdestillierung der Ameisenséiure  iibriggebliebene Rest 
wurde im Hagemannschen Apparat 7 Stunden lang der Extrahierung mit 
Ather unterworfen. Die aus dem Atherextrakt erhaltene Substanz erwies 
sich als Mischung von Fumar- und |-Apfelsiure, aus welcher die Fumar- 
siure unter Benutzung ihrer schweren Léslichkeit in Wasser auf mechani- 


des 


schem Wege abgeschieden wurde. 

‘Nach der Entfernung der Fumarsaure wog die im Exsikkator getrocknete 
Restsubstanz 0.4704 g¢ und zeigte die Eigenschaften der |-Apfelsiure. Diese 
Substanz léste sich sehr leicht in Wasser, Alkohol und Ather. Mit Mercuri- 
acetat gab sie eine deutliche Denigés-Reaktion auf Apfelsiure, desgleichen 
eine positive Reaktion mit Palladiumchloriir nach Hilger?. 0,1276 g dieser 
Substanz zeigten, in 20cem Wasser gelést, nach Zugabe von 5ccm ge- 
sittigter Lésung von Uranylacetat, im Polarisationsapparat <3) 164°. 
Die obigen Angaben lehren, da® die untersuchte Substanz |-Apfelséure war. 

Die Lésung in 30°, iger Essigsiure zeigte, daB sie nur geringe Mengen 
organischer Sauren enthielt. Der Gehalt an Ca wurde in dieser Lésung 
durch Ausfaillung mit Oxalsiure bestimmt. Das Gewicht des erhaltenen 
und getrockneten Ca-Oxalats betrug 5.7847 g, was 4,5201 g CaCO, entspricht. 

In Salzsiure gab die Lésung nach Neutralisierung mit Ammoniak und 
Erwarmung einen Niederschlag, dessen Gewicht nach Reinigung und 


! H. Fincke, diese Zeitschr. 51, 257, 1913. 
* Hilger, Zeitschr. f. analyt. Chem. 18, 632; 21, 474. 
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Trocknung im Exsikkator 0,1894g betrug. Weitere Untersuchungen 
zeigten, daB es Ca-Oxalat war. 0,1127 g dieser Substanz entfarbten nach 
Ansiuerung mit Schwefelséure 10,05 ccm KMnQO,-Lésung. (1 cem KMn0Q,- 
Lésung entspricht 0,00682 g C,O,H,.) Die Berechnung fiir C,0,Ca . H,O 
ergibt 10,17 ccm dieser KMnO,-Lésung. 

Untersuchungen tiber die Anwesenheit von Glyoxalséure gaben negative 
Resultate. ; 

Die mit Penicillium ,,X‘* auf Ca-Fumaratlésung durchgefiihrten 
Versuche ergaben, da dieser Pilz Fumarséure verbraucht, wobei folgende 
Umbildungsprodukte angehaiuft werden: Spuren von Citronensiéure, ver- 
haltnismaéBig wenig Oxal- und Apfelsiure und hauptsichlich Ameisen- 
und Kohlensaure. 

Versuch mit Aspergillus oryzae. 


Die Einwirkungsdauer der Kultur auf Ca-Fumaratlésung bei Zimmer- 
temperatur betrug 9 Tage. 

Der Kolbeninhalt wurde wie beim vorhergehenden Versuch filtriert, 
der auf dem Boden der Kolben befindliche Niederschlag von Ca-Salzen 
wurde vorsichtig auf ein Filter iibertragen, und die in den Kolben ver- 
bliebene Pilzdecke, auf deren Oberfliche ein Ca-Salz angehaéuft war, wurde 
noch sorgfiltig mit Wasser ausgewaschen. Darauf wurde die Pilzdecke 
zusammen mit dem auf ihrer Oberflaiche befindlichen Ca-Salz getrocknet, 
griindlich im MoOrser zerrieben und dann im Becherglas mit destilliertem 
Wasser tibergossen. Nach mehrmaligem Dekantieren mit destilliertem 
Wasser wurde die zerriebene Pilzdecke entfernt, auf dem Boden des Becher- 
glases sammelte sich dabei ein Niederschlag. Die auf diese Weise erhaltene 
Substanz betrug nach weiterer Reinigung mit Alkohol und Ather und 
Trocknung bei einer Temperatur von 100 bis 105°C 1.67 g. Sie léste sich 
unter lebhafter Bildung von CO, in verdiinnter Salzséure. 

Die Untersuchung des CaQO-Gehaltes dieser Substanz gab folgende 
Resultate: aus 0,1481 g Substanz wurden 0,2004g CaSO, erhalten, es 
entspricht dies 55,73 °,, CaO in der untersuchten Substanz, die Berechnung 
fiir CaCO, ergibt 56,03°, CaO. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, da 
die untersuchte Substanz Ca-Carbonat war. 

Die zerriebene Pilzdecke wurde abfiltriert und auf dem Filter mit 
verdiinnter Salzsiure und Wasser abgespiilt, nach Trocknung bei 95 bis 
100° C betrug das Gewicht des Mycels 6,3 g. 

Der Niederschlag des auf dem Filter gesammelten Ca-Salzes wurde 
in 14%iger Salzsiure aufgelést und die Waschsalzséiure der Pilzdecke 
hinzugefiigt. Nach Neutralisierung dieser Lésung mit Ammoniak und 
Erwarmung schied sich ein Niederschlag aus, dessen Gewicht nach weiterer 
Bearbeitung und Trocknung bei 120 bis 125° C 0,6723 g betrug. Genaue 
Untersuchungen ergaben, daB die erhaltene Substanz Ca-Oxalat war. 

0,1156 g dieser Substanz entfirbten nach Ansiéiuerung mit Schwefel- 
séure 11,75 cem KMnO,-Lésung (1 cem K Mn O,-Lésung entspricht 0,006 82 g 
C,H,O,), die Berechnung fiir C,0,Ca + H,O ergibt 11,90ccem dieser 
KMn0O,-Lésung. Die erhaltenen 0,6723 g Ca-Oxalat entsprechen demnach 
0,4726 g wasserfreier Oxalsaéure. 

Die Mutterlauge der Pilzdecke wurde stark abgedampft und nach Zu- 
gabe von Alkohol in den Eisschrank gestellt. Der unter diesen Bedingungen 
erhaltene schwache Niederschlag gab negative Denigés-Reaktion auf Citronen- 
séure und erwies sich als Ca-Fumarat. Die nach Entfernung dieses Nieder- 
schlages verbliebene Lésung wurde in zwei Teile geteilt. Die eine Hilfte 
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wurde nach starker Anséiuerung mit Weinsaure der Destillation mit Wasser- 
dampf unterworfen. Das Destillat (etwa 2 Liter) reduzierte schwach 
ammoniakalische Silbernitratlésung. Zu seiner Neutralisierung gegen 
Phenolphthalein wurden 1,4 cem n NaOH verbraucht, was 0,0644¢H COOH 
entsprechen wiirde, nach starkem Eindampfen des neutralisierten Destillats 
und der Bestimmung der Ameisenséiure in ihm nach der Methode von 
Fincke konnte jedoch eine nur sehr geringe Menge von Kalomel erhalten 
werden. 

Die zweite Halfte der Lésung gab nach Entfarbung durch Knochen- 
kohle eine deutliche Reaktion nach Neuberg! auf Glyoxalsiure mit Naphtho- 
resorcin. 

Nach starker Anséuerung mit Schwefelsiure wurde diese Lésung mit 
Ather im Hagemannschen Apparat extrahiert. Die aus dem Atherextrakt 
erhaltene Substanz in einer Menge von 0,3454 g erwies sich als Fumarsiure. 
Andere in Ather lésliche Saéuren wurden nicht festgestellt. 

Aus den ausgefiihrten Untersuchungen geht hervor, da Aspergillus 
oryzae auf Ca-Fumarat Kohlen- und Oxalséure in gréBerer, Ameisensiure 
dagegen nur in sehr geringer Menge anhauft. 


Auf véllig analoge Weise fiihrten wir die Untersuchungen mit den 
weiteren Penicillium- und Aspergillusarten durch. Die Ergebnisse 
sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. 


Ergebnisse der Einwirkung einiger Schimmelpilze auf Fumarsaure. 
Nahrlésung: 26 g Ca-Fumarat in 1000 ccm Wasser. 











5 5 Ss “4 Menge der gebildeten Sauren a =|§ BF 
Nr. Pilzart 22 gee sitthed = a ZF 
= uw e@- Sus 
Se css Ameisen Oxal Citronen l-Apfel © = 2 2 
1 Penicillium ,X* 11 | 7,2 2,17 0,1167 Spur 0,47 | 4,52 
2 P. Jenseni i8 64 1,2746 — — |663 — 
3 P. aurifluum 11 8,0 2,05 10972 — Spur 5,92, — 
4 P. citreonigrum 11 9,2 1,87 Spur 0,1146 Spur | 4,02 + 
5 P. Chrzaszezi 9 6,7 1,78 0,1282 — 0,14 590 — 
6, P. Johannioli 18 9,1 | Spur = 1,4276 — (514 + 
7 +P. aurantiobruneum 18 6,3 — Spur — Spur 5,86 + 
8 P. Thomi 11 5,4 0,14 0.6882 — — ||2,72) + 
i) P. Janezewski 9/51 2,48 Spur — — |2,04 + 
10 Asp. niger lL 7,7 0,76 |0,1894 Spur 0,42 |2,99 — 
11 Asp. oryzae 9 63 | Spur 04726 — — 11,67) + 
Diskussion. 


Aus den durchgefiihrten Untersuchungen itiber das Verhalten 
verschiedener Schimmelpilze in Ca-Fumaratlésung geht hervor, dai 
diese die Fumarséure mit Leichtigkeit zu ihrer weiteren Entwicklung 
verbrauchen, indem sie dieselbe zu einer Reihe von Produkten um- 
arbeiten und schlieBlich zu CO, und H,O verbrennen. Als Produkte 
dieser Wirkung wurden Citronen-, l-Apfel-, Glyoxal-, Oxal- und Ameisen- 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr 24, 437, 1910. 
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siure festgestellt. Die Menge der einzelnen Produkte bzw. sogar das 
Fehlen dieses oder jenes Produktes haingt von der Pilzart ab und ist 
deren spezielles individuelles Merkmal. 

Auffallend ist vor allem die leichte und reichliche Ameisensaure- 
bildung durch alle Schimmelpilze. In den zwei Fallen, in denen bei 
P. Jenseni und P. aurantiobruneum diese Saure nicht festgestellt 
wurde, hatten wir es mit alten Kulturen zu tun, welche diese Saure 
schon weiter verbrannten, wie die groBen durch diese Pilze gebildeten 
Mengen von Kohlensaure bewiesen. 

Die Fahigkeit der Mikroorganismen, bei der Zersetzung von Kohlen- 
stoffverbindungen Ameisensaure zu bilden, besonders neben Essigsiure, 
ist in einer ganzen Reihe von Fallen nachgewiesen worden. 

Schon Thomas" findet, da®B sich in verhaltnismaBig gréBerer Menge 
Ameisensaéure wahrend der Alkoholgérung bilden kann. Weiterhin haben 
Franzen und Egger*, Steppuhn und Schellbach®, Grey4, Kost ytschew®, Aubel®, 
Stiles, Peterson und Fred’, Virtanen, Karstrén und Turpein® und zahlreiche 
andere Autoren die Entstehung von Ameisensiure aus Zucker haupt- 
sichlich bei der Tatigkeit verschiedener Bakterien festgestellt. 

Die Fahigkeit fast aller Schimmelpilze, Ameisensiure aus Fumar- 
siure zu bilden und anzuhaufen, ist im vorliegenden durch uns zum 
ersten Male festgestellt worden. 

In der Literatur herrscht die festbegriindete Meinung, daB die 
Bildung der Ameisensiure bei der Zuckerumbildung iiber Glykol- 
und Glyoxalsiure geht. Hinreichende Beweise fiir die Richtigkeit 
dieser Ansicht liefern auf biologischem Wege die Arbeiten von Sieburg 
und Vietenese®, auf rein chemischem die von Heimrod und Levene 
und Goldschmidt, Askenazy und Pierros!!. Unsere Untersuchungen 
erweitern diese Anschauungen, indem sie zeigen, daB das Material, 
aus dem die Schimmelpilze auf biologischem Wege Ameisensiure bilden 
kénnen, Fumarsaure ist. 

Die Bildung von Ameisenséiure auf chemischem Wege wurde sogar 
bei verhaltnismaBig schwacher Oxydation der Fumarsiéure schon von 


1 P. Thomas, C. vr. 186, 1015, 1903. 

2 H. Franzen u. F. Egger, Zeitschr. f. phys. Chem. 79, 177, 1912; 83, 
226. 1913; u.a. 
O. Steppuhn u. H. Schellbach, ebenda 80, 274, 1912. 
4 BE. Grey, Proc. Roy. Soc. (B) S87, 472. 
5 S. Kostytschew, Ber. 45, 1289. 
® EB. Aubel, C.r. 178, 1493, 1921. 
7 H. Stiles, W. Peterson u. E. Fred, J. of biol. Chem. S84, 437, 1929. 
8 4A. Virtanen, H. Karstrén u. O. Turpein, Naturwiss. 17, 877, 1929. 
® EB. Sieburg, u. K. Vietenese, Zeitschr. f. physiol. Chem. LOS, 205, 1919. 
'0 G. Heimrod u. P. Levene, diese Zeitschr. 29, 31, 1910. 
NS. Goldschmidt, P. Askenazy u. S. Pierros, Ber. 61, 223, 1928. 
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Perdrix' festgestellt, spaiter fanden dasselbe Hatscher und Holden®, ferner 
Butkewitsch und Fedorow*. Die Tatsache, daB in unseren Kulturen auch 
Glyoxalsiure nachgewiesen wurde, weist darauf hin, wie die Umbildung 
von Fumar- zu Ameisenséure vonstatten geht. Unserer Ansicht nach stellt 
sich diese folgenderma8Ben dar: 

CH.COOH O COH.COOH O CO, H.COOH 

| + —> a —* + 

CH.COOH O COH.COOH O CO, H.COOH 

Die Leichtigkeit, mit der unter oxydierenden Bedingungen die 
Fumarsiure als ungesaittigte Verbindung zerfallt, ist nach dem an- 
gegebenen Reaktionsverlauf vollstaéndig verstandlich. Dieser Zerfall 
findet wahrscheinlich unter dem Einflu8 von enzymatischen Wirkungen 
statt, wie aus den Untersuchungen von Miiller4 iiber Essigsiurebakterien 
hervorgeht. Jedoch auch auf rein chemischem Wege ist wahrscheinlich 
dieser ProzeB unter dem EinfluB des durch die Organismen in vivo 
ausgeschiedenen freien Sauerstoffs méglich. Die Ameisensiure dient 
gewiB weiterhin als Wasserstoffdonator fiir die physiologische Ent- 
wicklung der Schimmelpilze und bildet sich durch Dehydrierung zu 
Oxalsiure um, die schlieBlich weiterer Oxydation zu CO, und H,O 
unterliegen kann. Der ganze ProzeB wiirde sich folgendermaBen dar- 
stellen: 


CH.COOH COH.COOH H.COOH COOH 
| 2cOo, —> | 


—> —_> 
CH.COOH COH.COOH H.COOH COOH 
+ Os + 0, —H, 

Die Ameisenséiure kann vollstaéndiger Verbrennung unterliegen, 
wie dies in iberwaltigender Mehrzahl die von uns untersuchten Schimmel- 
pilze beweisen, bei denen wir eine reichliche Ausscheidung von Kohlen- 
siure finden, sie kann aber auch nur teilweiser Dehydrierung unter- 
liegen, der direkte OxydationsprozeB wird dadurch gehemmt, und dann 
bildet sich Oxalsiure. Uber die Méglichkeit, ob Oxalsiure auch nach 
Oxydation von Glyoxalsiure angehauft werden kann, miissen weitere, 
schon im Gange befindliche Untersuchungen Aufklirung geben. 

Die Bilanz des obigen Prozesses der Bildung von Oxalsiure aus 
Fumarsaure stellt sich demnach folgendermaBen dar: 

C,H,O, + O, = 2C,H,0, 
2(,H,O, + O, = 2CH,0, + 2C0, 
2 CH,O, -—- Hz, = C,H,O, 

Aus obigem geht hervor, daB sich aus einem Molekiil Fumarséiure 

nur ein Molekiil Oxalsiure bilden kann, oder daB die maximale Menge 


1 Perdrix, Bull. Soc. Chim. 28, 645, 1900. 

2 W. Hatscher u. G. Holden, Trans. Roy. soc. Canad. 21, 269, 1927. 
3 W. Butkewitsch u. M. Fedorow, diese Zeitschr. 207. 302, 1927. 

4 PD. Miller, ebenda 254, 97, 1932. 
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der durch Schimmelpilze aus Fumarsiure gebildeten Oxalsiiure nicht 
re 90,018 . 100 3 
77,60 % der durch dieselben verbrauchten Fumarsiure 
116,03 
iiberschreiten kann. Butkewitsch und Fedorow! erhielten Oxalsiure 
in einer maximalen Menge von 75,75°%, der verbrauchten Bernstein- 
siure, was auf Fumarsaéure umgerechnet 74,4°, ausmacht (1 Molekiil 
Bernsteinséure entspricht 1 Molekiil Fumarsiure). Diese Ergebnisse 
sprechen am besten fiir die Richtigkeit des angefiihrten Bildungs- 
verlaufes. Natiirlich kann dieser Verlauf nur unter genau bestimmten 
Bedingungen stattfinden, wie dies z. B. in unserem Falle bei der Fumar- 
siure als einziger Nahrlésungsquelle fiir die Schimmelpilze der Fall war. 
Wenn diese Bedingungen veraindert werden und Fumarsiure neben 
Zucker oder anderen Zuckerumbildungsprodukten vorhanden _ ist, 
so wird der UmbildungsprozeB der Fumarsiure vollstaindig oder teilweise 
iiber Apfelsiure oder Citronensiure gehen, wie wir friiher zeigten?). 

Einer ahnlichen Ansicht sind auch Butkewitsch u. Fedorow*, indem sie 
sich folgendermaBen ausdriicken: ,,Es ist bemerkenswert, daB sich die 
Oxalséure in betraéchtlicher Menge nur bei den Versuchen mit Bernsteinsaure 
allein anhaufte. Versetzte man diese mit Zucker, so wurde die Anhéufung 
der Oxalsaure viel geringer, und auf Zucker allein lieB sie sich nur in Spuren 
nachweisen‘**. Die Autoren erklaéren diese Erscheinung dadurch, daB Zucker 
nicht nur eine schlechte Quelle fiir Oxalséurebildung ist, sondern auch 
deren Bildung aus Bernsteinséiure stért. Einer solchen Erklérung gegen- 
iiber ist die Behauptung schon voéllig unverstandlich, daB die Bildung der 
Oxalsiure aus Zucker tiber Bernsteinséiure geht. 

Wir sind geneigt, alle durch Schimmelpilze bewirkten Umbildungen 
in drei Gruppen zu teilen und zwar: 

1. Physiologische Umbildungen, bei denen die Umbildung des 
Molekiils einer gegebenen Substanz durch die physiologische Entwick- 
lung des Schimmelpilzes hervorgerufen wird. 

2. Enzymatische Umbildungen, durch die Tatigkeit von in den 
Schimmelpilzen befindlichen Enzymen_ bewirkt. 

3. Chemische Umbildungen, die zwischen den in der Nahrlésung 
gebildeten Verbindungen ohne Anteilnahme der oben angefiihrten 
Faktoren stattfinden. 

Jede der oben angefiihrten Arten von Prozessen kann den Verlauf 
anderer Prozesse erleichtern oder erschweren. Man kénnte deshalb, 
sobald der Charakter der einzelnen Prozesse der Pilzwirkung erkannt 
wire, den ganzen in der Nahrlésung der gegebenen Kultur sich ab- 
spielenden ProzeB nach Belieben regulieren, z. B. durch Zugabe gewisser 


iL *, 
2 T. Chrzaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1929. 
3 ].c., zitiert von S. 96. 
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Substanzen bzw. Entfernung gewisser Umbildungsprodukte. Die Er- 
gebnisse der bisherigen Schimmelpilzuntersuchungen gestatten bisher 
nur auf einigen Abschnitten ihrer Tatigkeit eine Orientierung, und erst 
weitere Untersuchungen werden verschiedene Probleme aufklaren 
und ein volles Bild ihrer Tatigkeit unter verschiedenen Nahrlésungs- 
bedingungen geben kénnen. 

Was die Oxalsiure betrifft, so sehen wir in deren Anhaufung eine 
Schwachung des physiologischen Apparates des Schimmelpilzes, wie 
wir schon friiher! ausfiihrten. Der Umstand, daB Schimmelpilze eine 
gute physiologische Entwicklung auf reiner Oxalsiure zeigten”, beweist 
deutlich, daB diese Saure leicht als Nahrlésung verbraucht werden kann, 
aber nur wahrend guter physiologischer Entwicklung des Schimmel- 
pilzes. Andererseits unterliegt unter den Zuckerumbildungsprodukten 
die Oxalsiure sowohl unter enzymatischen als auch unter chemischen 
Oxydationsbedingungen am schwersten einer weiteren Umbildung. 
Diese Tatsache folgert aus den Untersuchungen von Cook und Stephenson’, 
die fanden, daB Oxalat bei aerober Oxydation der Glykose und deren 
Garungsprodukte durch verschiedene Bakterienarten nicht oxydiert 
wurde, Formiat dagegen vollstindig. Walton und Graham®* stellten 
wahrend der Untersuchungen iiber die Oxydation von Dicarbonsaéuren 
durch H,O, in Gegenwart von Katalysatoren fest, daB Oxalsiure sehr 
schwer oxydiert, andere Sauren dagegen, wie Apfel-, Wein-, Milch- und 
Ameisensaure, sehr leicht. 

Aus obigen Tatsachen kann man folgern, daB die Oxalsiure als 
Zuckerumbildungsprodukt wahrend guter physiologischer Entwicklung 
der Schimmelpilze gr6Btenteils durch diese verbraucht wird. Wenn nach 
gewisser Zeit die physiologische Entwicklung der Pilze nachlaBt bzw. 
vollig aufhért oder aus Mangel gewisser Substanzen geschwacht wird, 
dann gewinnen enzymatische Umbildungen die Oberhand. Wenn der 
enzymatische Apparat des Organismus reich ausgestattet bzw. energisch 
tatig ist, so gehen die Umbildungen in gerader Linie von Produkten, 
die leicht oxydoreduzierenden Umbildungen unterliegen, bis zur Bildung 
einfacherer Verbindungen. Hier und besonders bei Schwachung dieser 
Wirkung kénnen solche einfacheren Verbindungen entstehen, welche 
physiologisch nicht mehr verbraucht werden und sich deshalb in gréBeren 
Mengen anhaufen, wie dies bei der Oxalsiure der Fall ist. 

Aus den obigen Uberlegungen geht klar hervor, weshalb sich Oxal- 
saure in gréBeren Mengen nur in alteren Kulturen oder unter fiir die 


' T. Chrzqszcz, D. Tiukow u. M.Zakomorny, diese Zeitschr. 250, 
254, 1932. 

2? Unsere Untersuchungen, noch nicht ver6éffentlicht. 

3 R. Cook u. M. Stephenson, Biochem. J. 22, 1369, 1928. 

4 J. Walton u. D. Graham, J. Amer. Chim. Soc. 50, 1641, 1928. 
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physiologische Pilzentwicklung ungiinstigen Bedingungen anhauft. 
Als Beweis dafiir dient die oben angefiihrte Beobachtung von Butke- 
witsch, daB die Menge der angehauften Oxalsaiure bei Zugabe von Zucker 
zu Kulturen auf Bernsteinséure geringer wird. Durch die Zuckerzugabe 
wurden die physiologischen Entwicklungsbedingungen der Schimmel- 
pilze verbessert, und infolgedessen fand ein Verbrauch der Oxalsiiure 
durch die Pilze statt. 

Die Anhaufung von Oxalsiure bei Schimmelpilzen und wahr- 
scheinlich auch im Pflanzenorganismus iiberhaupt ist demnach ein 
Beweis fiir eine Schwachung der physiologischen Funktionen bzw. 
fiir ungiinstige oder selbst schaidliche Entwicklungsbedingungen; 
die Folge ist eine Schwachung oder Hemmung des Verlaufs der Stoff- 
wechselprozesse in gerader Linie von Produkten leichter Umbildungen 
bis zu einfachsten Verbindungen. 


Schlubfolgerungen. 

Unsere Untersuchungen tiber das Verhalten von Schimmelpilzen 
der Gattungen Penicillium und Aspergillus gegeniiber der Fumarsiure 
fiihren uns zu folgenden SchluBfolgerungen: 

1. Das Ca-Salz der Fumarsaure kann als ganz gute Kohlenstoff- 
quelle fiir Schimmelpilze dienen. 

2. Fumarsiaure unterliegt unter dem EinfluB von Schimmelpilzen 
einer Umbildung hauptsachlich zu Ameisen- und Kohlensiaure, welche 
die Pilze in groBer Menge anhiufen, was von uns zum ersten Mal 
festgestellt wurde. In geringerer Menge bilden sich Oxal- und 
Glyoxal-, mitunter auch Citronen- und 1|-Apfelsiure. Quantitat und 
Qualitat der gebildeten und angehauften Sauren hangen von der 
Pilzart ab. 

3. Ameisensiure liegt in der geraden Linie der Umbildung der 
Fumarsiéure zu Kohlensiure tiber Glyoxalsiure. Diese Umbildung 
findet statt, wenn Fumarsiure die einzige Kohlenstoffquelle ist 

4. Oxalsiure entsteht nach Ameisensiure, und zwar: Fumar- 
—> Glyoxal- —> Ameisen- —* Oxal- —> Kohlensaure. 

Die Anhaufung der Oxalsaure erfolgt unter fiir die Pilzentwicklung 
erschwerten oder ungiinstigen Bedingungen, auBerdem bei gewissen 
Verschiebungen der geraden enzymatischen Wirkungslinie. Oxalsiiure 
unterliegt schwer der direkten Oxydation, wird dagegen leicht zur 
physiologischen Entwicklung der Schimmelpilze verbraucht. 





Menge und Verteilung von Oxalsiure und Apfelsiure 
in der Kaffeepflanze. 


Von 


Erich Herndlhofer. 
(Aus dem agronomischen Institut in Campinas, Brasilien.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1932.) 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die chemische Zu- 
sammensetzung der Kaffeepflanze und die Wandlungen, die die einzelnen 
Stoffe durchmachen, war zu untersuchen, ob in der Kaffeepflanze 
auBer der bekannten Chlorogenséiure und deren Spaltprodukten, der 
Kaffee- und der Chinasaure, und auBer der von Gorter! beschriebenen 
Coffalsiure und der von ihm spater in Coffea liberica aufgefundenen 
Citronensiure noch andere organische Sauren und in welchen Mengen 
vorhanden sind. 

Th. Peckolt*® gibt allerdings fiir einige Organe der _brasilianischen 
Kaffeepflanze Apfelsiure und Weinsaure zusammen (kleine Wurzeln 0,016 %, 
Holz der Wurzeln 0,132 %, Blatter 0,011% und Pergamenthaut der Friichte 
0,0315 °,) und fiir einige andere Gewebe Apfel-, Wein-, Citronen- und Benzoe- 
sdure zusammen an (Bliiten 0,0101°, und Fruchtschalen 3,3097 °%)}, ohne 
aber die Methode zu beschreiben, nach welcher diese Werte gefunden 


wurden. 

Meine vorliegenden Untersuchungen erstreckten sich nun auf die 
Priifung der Kaffeepflanzen auf das eventuelle Vorkommen von Oxal- 
siure, Bernsteinsaure, Apfelsaure, Citronensaure und Weinsaure. 

Gleich sei vorweggenommen, da sich bei den qualitativen Vor- 
untersuchungen in den verschiedenen Organen der Kaffeepflanze nur 
Oxalsiure und Apfelsiure auffinden lieB, wogegen Bernsteinsiure, 
Weinsiure und die von Gorter! in Coffea liberica gefundene Citronen- 
siure in Coffea arabica nicht nachweisbar war. Infolgedessen muBbte 
sich die vorliegende Untersuchung auf die raumliche und mengen- 


1 Ann. f. Chem. u. Pharm. 859, 217, 1908; 372, 237, 1910. 
2? Monographia do café. Rio de Janeiro 1884. 
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miBige Verteilung der Oxalsiure und der Apfelsiure in den einzelnen 
Organen der verschiedenen Entwicklungsstadien der Kaffeepflanze 
beschrianken. 

Methode. 


Zum Nachweis der Oxal- und der Apfelsiure bediente ich mich des 
Mikrosublimationsapparates von Klein und Werner!. Die Sublimate der 
Oxalsiure wurden nach Klein! mit Strontiumnitrat charakterisiert, die 
der Apfelsiure aber mit Bleiacetat (10°,) und nicht mit ammoniakalischem 
Silbernitrat. Bleiacetat gibt mit Apfelsiure und mit Sublimaten derselben 
stark lichtbrechende Kiigelchen; dieses Produkt ist zum Nachweis der 
Saure nicht geeignet. Behandelt man aber die Apfelsaure vor der Sublimation 
mit Phosphorséure, so erhalt man als Sublimat nicht mehr Apfelsaure, 
sondern Anhydride derselben. Mit diesen gibt nun das Bleiacetat ein 
charakteristisches Kristallprodukt, namlich farblose SpieBe, die manchmal 
eine zur Hauptachse schief geneigte Endfliche zeigen. Dieses Kristall- 
produkt wurde zum Nachweis der Apfelsaure benutzt. Bleiacetat gibt aber 
auch mit Citronenséure und deren Sublimat ein Reaktionsprodukt, ganz 
ahnlich dem mit Apfelsaure, namlich stark lichtbrechende Kiigelchen. Mit 
dem Sublimat der Citronensaure, die aber vor der Sublimation mit Phosphor- 
siure versetzt wurde, gibt es ein Kristallprodukt (scheinbar monokline 
Kristalle, die stark zu Zwillingsbildung, ahnlich den Gipskristallen neigen), 
das von dem analogen Produkt der Apfelsiure leicht zu unterscheiden ist. 
Trotz dieser eindeutigen Kristallreaktion konnte aber nie Citronensiure 
in den hier untersuchten Kaffeepflanzen festgestellt werden. 

Zur quantitativen Bestimmung der beiden Séuren waren noch einige 
Voraussetzungen ndotig. 

Ausgangsmenge. 


Gewoébnlich wurden als Ausgangsmenge 0,03 g Trockensubstanz ein- 
gewogen. Bei Organen, die viel Sauren enthalten, ist es vorteilhafter, von 
einer kleineren Menge (0,015 oder 0,010 g) auszugehen, da ein schwaches 
Sublimat besser abschaétzbar ist. In diesem Falle muB das Endergebnis 
dann mit 2 bzw. 3 multipliziert werden, da die Standardreihen auf eine 
Ausgangsmenge von 0,03 ¢ eingestellt sind. 


Sublimationsdauer und -temperatur. 


Es wird: a) 2 Stunden bei 130° (Hauptmenge der Oxalséure), b) 2 Stun- 
den bei 135° (Rest der Oxalsaure) und c) 2 Stunden bei 165 bis 170° (Apfel- 
siure) sublimiert. Ein weiteres Sublimieren auch bei héherer 'Temperatur 
ist zwecklos. 

Sublimat a) und b) werden mit je einem Tropfen einer 10°,igen Stron- 
tiumnitratlésung und Sublimat ¢c) mit einem Tropfen einer 10° igen Blei- 
acetatlésung versetzt, und nach !/, Stunde werden diese Priparate mit den 
Standardreihen verglichen und geschiatzt. 


Die Standardreihen. 


Ich stellte mir Lésungen von reiner Oxal- und Apfelsiure her, die so 
eingestellt waren, daB ein halber Kubikzentimeter davon einem bestimmten 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 141, 1925. 
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Prozentgehalt der jeweils verwendeten 0,03 g Pflanzensubstanz entsprachen. 
Dann wurde je ein halber Kubikzentimeter dieser Lésungen im Uhrschalehen 
des Sublimationsapparates mit einem Tropfen konz. Phosphorséurelésung 
versetzt, im Vakuumexsikkator eingeengt und dann sublimiert. Die so 
erhaltenen Sublimate wurden mit je einem Tropfen Reagens versetzt und 
mit EinschluBlack verschlossen. So hergestellte Dauerpriparate waren 
wochenlang zu verwenden. 

Die Pflanzenpraparate konnten nun mit diesen Dauerpraparaten ver- 
glichen und die Quantitaét der Saiuren am Standard direkt abgelesen werden. 
Die Erfassungsgrenze der Oxalsiure liegt bei 15 y, die der Apfelséure bei 6 y. 
Damit ist auch die Grenze der Methode gegeben; denn weniger als 0,05 °, 
Oxalséure und 0,02°, Apfelsiure kann man mit dieser Mikrosublimations- 
methode nicht mehr bestimmen. 

Der subjektive Fehler bei den einzelnen Schatzungen ist verhaltnis- 
maBig groB (+ 20°,). Dureh 6ftere Wiederholungen der einzelnen Be- 
stimmungen und durch die Kontrolle der Schatzungen von einer zweiten 
Person konnten die Fehler aber wesentlich vermindert werden. 


Analysen. 

Mit der eben beschriebenen Methode wurden nun einmal zwei Kaffee- 
biume durchanalysiert, ein sechszigjahriger und ein dreijihriger. Wie 
man aus der Tabelle I ersieht, sind in allen Organen der beiden Pflanzen 
die Oxalate in relativ groBen Mengen vorhanden, wihrend die Malate stark 


zurticktreten. 
Tabelle I. 


Zwei Kaffeebaume. (In Prozenten vom Trockengewicht.) 








Ein 3jahriger Baum Ein 60 jahriger Baum 
Coffea arabica var. Bourbon Coffea arabica var. nacional 
~ Oxalsture Apfelsiure Oxalsaure_ Apfelsdure 
Kleine Wurzeln. ... . 0,5 0,05 0,3 01 
Hauptwurzel, Rinde | 1,1 01 
0 F 
an ; oS 066 0.8 0.1 
Stamm, Rinde | . 1,2 0,05 
ae jy of 0,05 08 0.05 
Alte Zweige, Rinde | 1.0 O41 1,0 0,05 
- i es , ‘ 0,8 Spur 
Junge Zweige ..... 0,9 0,2 0,6 0,1 
Blatter. . diners cele 1,0 0,1 0,9 0,1 
Friichte .... Oy eee 0,1 0,05 0,2 0,1 


AnschlieBend daran wurde eine einjaéhrige Pflanze untersucht. Ver- 
gleicht man nun die ein-, die drei- und die sechzigjahrige Pflanze mitein- 


ander. so sieht man eine Zunahme der Oxalate mit dem zunehmenden 


Alter in den Dauerorganen (Stamm und Hauptwurzel), wahrend die jungen 
Organe, vor allem die kleinen Wurzeln und die Blatter mit dem zunehmenden 


Alter der Pflanze oxalatirmer werden. Auffallig ist der hohe Apfelsaure- 
gehalt in den Blattern der einjéihrigen Pflanze (0.6%). 
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Tabelle II. 
Eine einjahrige Pflanze. Coffea arabica var. Bourbon. 


(In Prozenten vom Trockengewicht. ) 





Oxalsiure Apfelsiiure 
Kleine Wurzeln. . .. . 1,0 0,2 
Hauptwurzel ...... 0,1 0,05 
eee ae 0,5 0,1 
PN Ss ce wR S 1,5 0,6 


In den ruhenden Samen wurden recht geringe Mengen der beiden 
Sauren gefunden, namlich 0,05°,, Oxalsiure und 0,02°,, Apfelsiure. 

Nun waren die Keimpflanzen von besonderem Interesse, da gerade 
in diesem Entwicklungsstadium die Pflanze gro8e Mengen der Sauren 
produzieren muB; denn die ruhenden Samen sind fast siéuretrei, die ein- 
jahrige Pflanze enthalt aber schon betrachtliche Mengen beider Séuren. 
Um die Séureproduktion wahrend der Entwicklung der Keimpflanzen 
naher zu verfolgen, wurden diese in verschiedenen Altersstadien untersucht. 
Angefangen wurde mit Pflinzchen 15 Wochen nach der Aussaat; diese 
waren etwa 5cm hoch, die Kotyledonen waren noch in der Samenhaut 
eingeschlossen. Dieser Rest des Samenkornes mit den noch eingeschlossenen 
Kotyledonen enthielt noch keine greifbaren Mengen der beiden Saéuren, 
dagegen hatte sich im iibrigen Tei! des Keimlings, besonders in der Wurzel, 
bereits ziemlich viel Oxalsiure und noch mehr Apfelsdure gebildet. Bei 
der Weiterentwicklung der Keimpflanzen nehmen beide Saéuren in allen 
Organen stark zu, am raschesten in der Wurzel und im Stamm; in etwa 
6 Monate alten Pflanzen haben sie in diesen Organen ihr Maximum erreicht 
und nehmen dann wieder rasch ab. In den Blattern reichern sich die beiden 
Sauren langsamer, aber dafiir langere Zeit hindurch an, und zwar die Apfel- 
siure bis zur 38. Woche und die Oxalsaéure bis zum ersten Jahre. 


Tabelle LIl. 
Keimpflanzen. Coffea arabica var. Bourbon. 


(In Prozenten vom Trockengewicht.) 





Wurzeln Stamm Kotyledonen und Blatter 
Alter ; Oa s 
Oxalsiure Apfelsiure | Oxalsiiure Apfelsiiure Oxalsiure Apfelsiiure 
15 Wochen 0,7 0.9 0,3 0,3 0 0 
18 a 0,8 1,0 0,6 0,8 0,2 0,02 
0 3, 14 15 0,8 1,4 0,4 0.2 
23 e 1,4 1,2 1,0 1,5 0,7 0,2 
26 » 1,6 0,2 0.5 1,2 0.5 0.5 
29 om 1,0 0,2 05 0.6 0,6 0.6 
33 je 0.9 0,2 0,5 0.6 0,6 0,7 
38 » 0,9 0,1 0,5 0,6 0,6 0,7 


Aufer den vegetativen Organen wurden noch die Friichte in acht ver- 
schiedenen Reifestadien untersucht, angefangen von den Fruchtansatzen 
im November bis zu den reifen Kirschen kurz vor der Ernte. Zum Vergleich 
untersuchte ich die Friichte von vier verschiedenen Kaffeesorten, namlich 
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von Coffea arabica die Varietiiten nacional, maragogipe und murta und 
auBerdem Coffea robusta. Wie die Tabelle IV zeigt, ist der Sauregehalt 
der Friichte wahrend der ganzen Reifeperiode ein ziemlich konstanter. 
Bei den Arabica-Varietaten ist er im Verhaltnis zu dem der vegetativen 
Organe ziemlich klein; Coffea robusta weist einen bedeutend héheren 
Oxalatgehalt auf als die drei Coffea arabica-Sorten. 


Tabelle IV. 


Frichte. (In Prozenten vom Trockengewicht.) 





; Var. nacional Var. maragogipe Var. murta Coffea robusta 
Gesammelt ly oe Ie “ na s Be icc caaentlngs 
am: Oxal- | Apfel- || Oxal- | Apfel- Oxal- = Apfel- | Oxal- | Apfel- 
siure sdure || siure | sdure sdiure siure siure shure 
14. XI. 1930 0,3 0,02 0,2 0,2 0,2 Spur 0,7 0,3 
28. XI. 0,2 0,02 0,2 0,2 0,1 Spur 0,6 0,2 
12. XII. 0,2 0,05 0,2 0,2 0,2 0,05 0,5 0,02 
26. XII. 0,2 0,05 0,2 0,1 0,2 0,1 0,4 Spur 
16. 1.1981 0,4 0,02 0,3 0,1 0,2 0,05 0,6 0,1 
6. II. 0,2 0,05 0,4 0,05 0,2 0,1 0,7 0,02 
9. HI. 0,4 0,05 0,3 0,1 0,1 0,2 1,0 Spur 
23. IV. 0,2 0,05 0,2 0,1 0,05 0,05 0,4 0,1 


Zur Zeit der Kaffeeernte im Juli findet man auf den Kaffeeb&éumen 
eine iiberwiegende Zahl von roten (reifen) und schwarzen (iiberreifen) 
Friichten, daneben aber auch noch eine Anzahl von griinen. Ich sammelte 
am 5. Juni, knapp vor der Ernte, von den vier Kaffeevarietaten die Friichte, 
die auf den Baiumen zu der Zeit vorhanden waren. Alle Friichte wurden 
geschalt und Samen und Fruchtschalen getrennt analvsiert, um festzustellen, 
wieviel von den Séuren im Samen und wieviel in den Schalen vorhanden 
ist. Es ergab sich nun, daB der Kaffeesamen selbst sehr arm an Oxalaten 
und Malaten ist und daB die Schalen der Sitz der Saéuren sind. Die griinen 
Schalen enthalten auBerdem mehr Oxalate als die roten und schwarzen; 
der Oxalsiuregehalt geht also mit der Reife der Friichte zuriick. 


Tabelle V. 


Samen und Fruchtschalen in verschiedenen Reifestadien. 
Gesammelt am 5. Juni. (In Prozenten vom Trockengewicht.) 





i] 
|| Var. nacional || Var. maragogipe Var. murta Coffea robusta 








Oxal- | Apfel- | Oxal- Apfel- Oxal- | Apfel- | Oxal- Apfel- 
shure s&ure séure siure shure séure séure sdure 





Samen von: 

grinen Frichten — — | Spur 0 — — 0,05 0 
roten ‘ Spur | Spur 0,05 0 0.2 Spur 0,05 0,05 
schwarzen , Spur | 0,02 9 Spur 0 — — — 


Fruchtschalen von: 


grianen Friichten _ _ 0,4 0,38 — 06 0,3 
roten a 0,2 Spur 0,2 0,3 01 Spur 0,2 0,4 
schwarzen , 0,3 | O,1 0, Spur — — — 





Anhangsweise wurde noch untersucht, ob sich vielleicht der Gehalt 
der Friichte an diesen beiden Sauren wahrend des in Brasilien gebrauchlichen 
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Trocknens veraindere. Es wurde von demselben Quantum Kaffee. das 
3 Wochen hindurch auf dem Trockenplatz lag, am 1., 8., 15. und 22. Tage 
je eine Probe entnommen und analysiert. Es zeigte sich dabei aber, dal 
der Sauregehalt sowohl in den Samen als auch in den Schalen fast konstant 
blieb, da also diese Art des Trocknens keinen wesentlichen Einflu8 auf 
die beiden Sauren ausiibt. 


Tabelle VI. 


Samen und Fruchtschalen wahrend des Trocknens. 
Gemischter Kaffee. (In Prozenten vom Trockengewicht.) 





Samen Fruchtschalen 
( )xalsiure i Apfelsiure Ovalsiure Apfelsiiure 
1. Tag 0,05 Spur 0,1 0,2 
8. Tag 0,05 Spur 0,1 0,2 
15. Tag Spur Spur 0,05 0,1 
22. Tag Spur Spur 0,05 Spur 


Einige Bemerkungen zu den Ergebnissen. 


Da die Oxalséiure in gréBeren Mengen fiir die Pflanze giftig ist, so 
wird man nie gr6Bere Mengen der freien Saéure in der Pflanze antreffen, 
sondern deren Verbindungen mit Alkali und Calcium. Im allgemeinen 
hielt man nun die Oxalséure fiir ein Stoffwechselendprodukt, das besonders 
in der Form des Calciumsalzes von der Pflanze nicht mehr angegriffen 
wird. Es wurden aber auch verschiedene gegenteilige Beobachtungen! 
gemacht. Wahrend des AbschlieBens meiner Untersuchung erschienen die 
Arbeiten von Greger? und Niethammer®, die in diesem Zusammenhang von 
groBem Interesse sind. Greger fand, daB die Calciumoxalatkristalle in der 
Frucht von Fumaria officinalis mit zunehmender Reife erst einer Korrosion 
unterliegen und schlieBlich vollstandig aufgelést werden. Niethammer hat 
diese Erscheinung der Auflésung und des Verschwindens urspriinglich vor- 
handener Calciumoxalatkristalle in verschiedenen Organen mehrerer 
Pflanzen nicht nur beobachtet. sondern auch mikrochemisch verfolgt, 
und dabei gefunden, daB mit dem Auflésen der Oxalatkristalle auch eine 
Abnahme der mikrochemisch nachweisbaren Oxalsiiure parallel geht. 
Sind die Kristalle schlieBlich ganz verschwunden, so ist auch keine Oxalsaure 
mehr nachweisbar. Zur Erklarung aller dieser Beobachtungen ist das 
Ergebnis von Zaleski und Reinhard* wichtig, die aus Weizenkeimlingen 
einen enzymatischen K6érper gewannen, der Oxalsiure stark angreift; 
spiter hat Stdchelin5 in den griinen Pflanzen regelmaBig ein Enzym ge- 
funden, das die von der Pflanze selbst gebildete Oxalsiure wieder abbaut. 

In diesem Zusammenhang ist nun die starke Abnahme der Oxalate 
in den Keimpflanzen des Kaffees ganz erklirlich. Man kann auf Grund 
der vorher erwihnten Ergebnisse wohl mit einem enzymatischen Abbau 
der vorhandenen Oxalate rechnen. 


1 Siehe G. Doby, Landw. Versuchsstat. 70, 155, 1909; W. Ruhland u. 
K. Wetzel, Planta 7, 503, 1929: H. Ullrich, Planta 1, 565, 1926. 

2 Planta 12, 49, 1930. 

3 Ebenda 12, 51. 1930. 

4 Diese Zeitschr. 38, 449, 1911. 

5 Ebenda 96, 1, 1919. 
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Die Apfelséure steht nach Arbeiten von Ruhland und Wetzel! in direkter 
Beziehung zu den Aminosauren, Die l-Aptelsaure, die bei der Desaminierung 
der Aminosauren entsteht, bildet sich besonders wihrend des Wachstuims 
der griinen Pflanzen; nach Beendigung desselben hért auch die Bildung 
dieser Saéure auf; sie geht scheinbar rasch in die i-Apfelséure iiber, die als 
Ablagerungsprodukt fungiert. Damit ware auch die starke Anhaufung der 
Apfelsiure in den rasch wachsenden Keimpflanzen des Kaffees erklart. 
Andererseits ist die Apfelsiure wieder leicht angreifbar, sie wird zu Oxal- 
sdure verbrannt, so daB8 damit auch das Abnehmen dieser Séure in der 
alternden Kaffeepflanze erklirbar ist. 


Zusammenfassung. 

Die Oxalsiure bzw. Oxalate und die Apfelsiure haben in der 
Kaffeepflanze eine allgemeine Verbreitung. Die Friichte unterscheiden 
sich von den vegetativen Organen wesentlich durch ihren niedrigen 
Gehalt an diesen beiden Saiuren. Die Fruchtschalen sind der Sitz der 
Sauren, die Samen selbst sind fast siurefrei. Die Friichte haben wahrend 
ihrer Entwicklung und Reife einen annaihernd konstanten Sauregehalt, 
der auch nach der Ernte wahrend des Trocknens ziemlich erhalten 
bleibt. Bei der Keimung der Samen bilden sich groBe Mengen beider 
Siuren, die im Stamme und in der Wurzel der 6 Monate alten Pflanzen 
ihren Héhepunkt erreichen. Mit der Weiterentwicklung dieser Organe 
nimmt ihr Sauregehalt wieder ab. Die Blatter erreichen ihren héchsten 
Gehalt an beiden Sauren erst etwas spiter. In der ausgewachsenen 
Pflanze reichern sich die Oxalate in den Dauergeweben, besonders in 
der Rinde, aber auch im Holze von Hauptwurzel, Stamm und alten 
Zweigen an, waihrend die Apfelsaure in allen Organen auf ein Minimum 
zuruckgeht. 


1 Planta 1, 558, 1926; 7, 503, 1929. 
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Die Glykolyse und die mitogenetische Strahlung des Blutes bei 
experimentellem Carcinom. 


Von 
A. E. Braunstein und P. A. Heyfetz. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 28, Dezember 1932.) 


Durch die Untersuchungen von A. Gurwitsch (1) und seinen 
Schiilern (la) wurde erwiesen, dai das Blut normaler Tiere und ge- 
sunder Menschen eine stimulierende Fernwirkung auf die Vermehrung 
von Hefezellen ausiibt, mit anderen Worten, eine Quelle der von Gur- 
witsch entdeckten mitogenetischen Strahlung vorstellt. 


Dies wurde auch durch G. Protti (2), W. Siebert (3) und H. Gesenius (4) 
hestitigt. Eine Reihe von experimentellen Befunden und insbesondere 
Untersuchungen tiber die spektrale Zusammensetzung der Blutstrahlung (5) (6) 
haben bewiesen, dafS die wesentlichste Quelle der Strahlung im Saugetier- 
blut die Glykolyse ist. L. Gurwitsch und 8. Salkind (7), die die Blutstrahlung 
bei verschiedenen Erkrankungen untersucht haben, fanden, da die meisten 
pathologischen Zustande nicht mit Verlust der mitogenetischen Wirksamkeit 
des Blutes vergesellschaftet sind. Eine Sonderstellung nehmen die bés- 
artigen Geschwiilste ein, bei denen das Blut sehr friihzeitig das Strahlungs- 
vermégen einbiiBt : bei Mausen mit iiberimpftem Ehrlichschen Adenocarcinom 
verschwindet die Strahlung des Blutes schon am fiinften bis sechsten Tage 
nach der Transplantation, waihrend der Tumor noch nicht palpabel ist und 
die histologische Untersuchung nur eine geringe Vermehrung der Carcinom- 
zellen ergibt. Sehr konstant ist auch der Verlust der mitogenetischen 
Wirksamkeit im Blute von Menschen, die an Carcinom oder anderen malignen 
Tumoren leiden (17 Fille). Diese Befunde sind von Gesentus (4) an einem 
47 Falle umfassenden klinischen Material bestatigt worden. Bei anderen 
Erkrankungen wurde Verlust der mitogenetischen Wirksamkeit des Blutes 
nur in einigen Fallen von schweren Bluterkrankungen (Leukamie, perniziOse 
Anamie), bei einigen Vergiftungen (Nitrobenzol, Chinin) und = schwerer 
Sepsis beobachtet; ferner erlischt die Strahlung des Blutes fiir einige Zeit 
bei kérperlicher Ermiidung ( Braimess). 

L. Gurwitsch und 8. Salkind nehmen an, daB dem Verlust des Strahlungs- 
vermégens des Blutes bei experimentellem und klinischem Carcinom eine 
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Hemmung oder Schwachung des glykolytischen Zuckerabbaues im Blute 
zugrunde liegt (vgl. A. Gurwitsch, loc. S.133ff). Da die mitogenetische 
Strahlung auch im Blute normaler Tiere durch Injektion von Extrakten 
aus Carcinomgewebe (auch von Autolysaten aus normalen Geweben) oder 
durch Zusatz solcher Extrakte in vitro aufgehoben werden kann, sind die 
Autoren zu der Annahme geneigt, daB das Verschwinden der Blutstrahlung 
bei Carcinom auf einer Schadigung des Fermentsystems der Glykolyse 
durch im Blute zirkulierende Abbauprodukte des Tumorgewebes beruht. 
Sollte sich diese Anschauung bestatigen, so ware die Méglichkeit gegeben, 
die Bestimmung des glykolyvtischen Vermégens des Blutes neben gleich- 
zeitiger Untersuchung von dessen mitogenetischer Wirksamkeit zur Friih- 
diagnostik der Krebskrankheit zu verwerten; die tibrigen, oben erwihnten 
Ursachen des Ausbleibens der Blutstrahlung kénnten in der Regel leicht 
abdifferenziert werden. 

Zur Priifung der Annahme von L. Gurwitsch und S. Salkind unter- 
nahmen wir die vorliegende vergleichende Untersuchung der glykolyti- 
schen und mitogenetischen Wirksamkeit des Blutes bei Ratten mit 
experimentellem Carcinom (iiberimpfbares Flexner-Jobling-Carcinom). 


Durch eine kleine Hautwunde am Riicken wurde den Ratten mittels 
eines kleinen Glasréhrchens steril ein Stiickchen Tumorgewebe implantiert. 
Nach der Uberimpfung wurde vom sechsten Tage an bei der Sektion der 
Tiere in der tiberwiegenden Mehrzahl der Fille ein etwa gerstenkorngroBer 
Tumor vorgefunden. Da die wiederholte Entnahme der zum Versuch 
erforderlichen Blutmenge bei ein- und demselben Tiere nicht ausfiihrbar 
war, verwendeten wir in dieser Arbeit das statistische Verfahren, indem die 
Mittelwerte verglichen wurden, die wir bei der Untersuchung einer gr6éBeren 
Anzahl von normalen und von Tumorratten erhielten, welche zum ein- 
maligen Versuch zu verschiedenen Zeiten nach der Tumorimplantation 
getétet wurden. Zur Tétung wurden den Ratten die HalsgefiBe durch- 
schnitten; das abflieBende Blut wurde in einem Glasbecher aufgefangen 
und rasch mittels Glasperlen defibriniert (die ersten Blutstropfen wurden 
verworfen). Daraufhin wurden sofort und gleichzeitig Proben fiir den 
Glykolyseversuch und die mitogenetische Induktion entnommen. 

Die mitogenetische Aktivitét des Blutes der normalen und Tumor- 
ratten wurde bestimmt durch Abzahlung (Thoma-Zeisssche Zaihlkammer) 
der absoluten Zellenmengen in fliissigen Hefekulturen nach der Methode 
von Potozky und Salkind (8)!; die Exposition dauerte in allen Versuchen 
15 Minuten. Zur Messung der Glykolyse wurde nach der Methode von 
Hagedorn-Jensen der anfingliche Zuckergehalt des Blutes und der Zucker- 
schwund nach 1'/, und nach 3 Stunden Aufenthalt im Thermostaten bei 37° 
bestimmt. Es wurden jeweils zwei Parallelbestimmungen ausgefiihrt. 


Die Bestimmung der normalen glykolytischen Wirksamkeit des 
Blutes bei 14 gesunden Ratten ergab, daB sowohl der anfiangliche 
Blutzuckergehalt wie der Zuckerschwund durch Glykolyse bei der 
Bebriitung des Blutes relativ maBige individuelle Schwankungen 
aufweist. Die durchschnittliche Intensitat der Glykolyse wird gekenn- 


1 Fri. Anastasie Potozky sagen wir fiir ihre zavorkommende Hilfe bei 
den Induktionsversuchen herzlichen Dank. 
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zeichnet durch einen Zuckerschwund von 50,1 mg-°,, in 1! , Stunden 
und 67,6 mg-®, in 3 Stunden. 

Die Induktionsversuche ergaben bei allen normalen Ratten einen 
ausgesprochenen positiven mitogenetischen Effekt (Tabelle 1). 


Tabelle 1. 
Glykolyse und mitogenetische Strahlung des Blutes bet 
normalen Ratten. 





Zuckersechwund in mg- Mitogenetischer Induktions- 


b ws der Fees, ane ae effekt in °, 
“en | hae, (beaten) mee | ee 
l 86 43 66 L 50.0 
2 ta | 49 61 42.7 
3 77 53 53 oe 
4 92 51 68 + 44 
5 86 49 76 2.8 
b 68 55 5S 37.6 
7 81 68 71 275 
8 111 45 63 - 40 
9 96 50 54 + 38.5 
10 79 69 +. 33,7 
11 93 D1 72 +- 25 
12 98 53 77 23 
13 89 44 74 0 
14 89 40 72 4+ 32 
Mittel- 
werte: 88 01 67.6 + 33.4 


Nachdem die glykolytische und mitogenetische Aktivitat des 
Blutes normaler Tiere festgestellt war, wurde auf gleiche Weise die 
Glykolyse und die Strahlung im Blute von 32 Ratten bestimmt, die 
in verschiedenen Zeitabschnitten nach der Tumorimplantation getotet 
wurden (es wurden nur solche Tiere zum Versuch verwendet, bei denen 
der Erfolg der Impfung durch den Sektionsbefund  gesichert war). 
Unsere Versuche bestatigten die Tatsache des frithzeitigen Erléschens 
der mitogenetischen Strahlung beim Carcinom: am fiinften Tage nach 
der Uberimpfung wurden noch positive Induktionseffekte erhalten, 
am sechsten Tage zweifelhafte, vom siebenten Tage an stets negative 
Effekte. 

Die Bestimmung der Glykolyse bei Tumorratten am 5., 6., 8., 10. 
13. und 16. Tage nach der Implantation ergab tolgendes: 1. Der an- 
fingliche Blutzuckergehalt ist im Vergleich zum_ Blutzuckergehalt 
gesunder Tiere nicht erniedrigt und schwankt innerhalb der normalen 
Grenzen; 2. die glykolytische Wirksamkeit des Blutes ist nicht auf- 
gehoben und nicht verringert gegeniiber der Norm; der mittlere Zucker- 
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schwund betragt 46 mg-°, in 1'/, Stunden und 71 mg-°;, in 3 Stunden, 
d.h. er stimmt fast vollstindig iiberein mit den normalen Mittel- 
werten (Tabelle II). 
Tabelle LI. 
Glykolyse und mitogenetische Strahlung des Blutes bei 


Carcinomratten. 





Zuckerschwund . 
in mg-9/9 Mitogenetischer Induktions- 


Nr. der Tage nach Anfinglicher effekt in °/, 


Versuchs- derIm- Zuckergehalt —-——— ——— (der absoluten Zellenmenge 
tiere plantation in mg-°/9 1). Btd. Ped is flancigen Hefekaltesst 
(1) 5 (96) (47) (79) (+- 20) 
(2) 5 (S81) (38) (70) (+ 30,9) 
(3) 5 (79) (30) (59) (+ 32,4) 

4 6 $2 48 61 + 15 
5 6 102 43 63 + 12 
6 6 111 41 72 + 5 
7 6 80 50 73 20 
8 6 89 25 70 7 
9 6 4b) 30 5Y 4- 18,5 
10 5 87 38 74 + 12,5 
11 8 94 42 72 + 15 
12 8 91 98 72 +11 
13 8 91 56 81 + 10 
14 8 86 44 77 3,8 
15 8 100 5Y 84 + 78 
16 8 105 61 86 0 
17 10 101 51 74 + 10,5 
18 10 106 5D 7D + 14,7 
19 10 105 53 77 8,0 
20 10 105 32 77 + 8,2 
21 10 95 40 74 + 25 
22 10 86 32 36 + 56 
23 10 95 40 74 + 14,7 
24. 13 100 63 85 + 3 
25 13 98 25 45 — 0,7 
26 13 100 29 69 + 10 
27 13 88 51 69 — 17,1 
28 13 102 54 68 11,3 
29 13 91 55 73 5,4 
30 16 96 44 77 1,5 
31 16 94 50 75 + 83 
32 16 93 61 79 + 7.6 

Mittelwerte (yom 
6. Tag an): 94 46 ra | + 83 


Beim experimentellen Carcinom bleibt demnach sowohl die Kon- 
zentration des Substrats der Glykolyse wie die Aktivitat des glykolyti- 
schen Fermentsystems des Blutes normal. Das Ausbleiben der mito- 
genetischen Strahlung des Blutes bei malignen Tumoren kann nicht 
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auf Hemmung der Glykolyse zuriickgefiihrt werden; die Ursache des 
Phainomens mul eine andere sein. 

Es ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daB beim Krebs (und bei 
anderen Fillen des Verlustes der mitogenetischen Aktivitat, z. B. bei 
der Chininvergiftung oder Ermiidung) im Blute wie in der Norm mito- 
genetische Strahlen entstehen, das Zustandekommen eines positiven 
Induktionseffektes aber dadurch verhindert ist, daB im Blute bei diesen 
Zustinden gewisse Substanzen auftreten, die die Strahlung ,,l6schen* 
oder physikalisch absorbieren und auf diese Weise als .,innere Licht- 
filter’’ fungieren, ahnlich wie dies fiir Jod- und Arsenverbindungen in 
den Versuchen von Braunstein und Potozky (9), fiir Ammonium- 
molybdat bei Braunstein und Severin (10) und fiir Cyankalium nach 
Befunden von Gurwitsch (1. ¢. S.1, russ. Ausg. 8.115) der Fall war. Diese 
Hypothese muB natiirlich einer speziellen experimentellen Prifung 
unterzogen werden. 


Literatur. 

1) A.G. Gurwitsch, Die mitogenetische Strahlung. Berlin, Springer, 
1932; russ. Ausg., Medizinischer Staatsverlag, Moskau 1932. la) A. Po- 
tozky u. J. Zoglina, diese Zeitschr. 211, 352, 1929. 2) G. Protti, zit. nach 
A. Gurwitsch (1. e¢. 1). 3) W. Siebert, diese Zeitschr. 202, 115, 123, 1928; 
Zeitsehr. f. klin. Med. 109, 1928. 4) H. Gesenius, diese Zeitschr. 226, 257, 
L930. 5) N. Kannegiesser, ebenda 236, 415, 1931. 6) Ponomarewa, 
ebenda 2389, 424. 1931. 7) L. Gurwitsch u. S. Salkind, ebenda 211, 362, 
1929. 8) A. Potozky u. S. Salkind, Biol. Centralbl. 51, 465, 1932. 


9) A. BE. Braunstein u. A. Potozky, diese Zeitschr. 249, 270, 1932. 10) A. EB. 
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Uber den Phosphatidgehalt der Haut. 


Von 


Bruno Rewald und Albert Schwieger. 
(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Hansa-Miihle, Hamburg.) 


(Eingegangen am 31. Dezember 1932.) 


Die Literatur iiber den Gehalt der tierischen Haut an Phosphatiden 
ist iuBerst gering. AuBer einer Angabe von Nerking! aus dem Jahre 1908 
liegen Daten nicht vor. Diese Untersuchungen ergaben, daB im Fell 
von Kaninchen 0,007 97 %, und beim Igel 0,0136°, der frischen Substanz 
Phosphatidphosphor gefunden wurden, das entspricht im ersten Falle 
0.20%, im zweiten 035%, Lecithin, unter der Annahme, dab dieser 
organische Phosphor als Lecithin anzusprechen ist. 

Inzwischen haben die Bestimmungsmethoden sich geandert, aber 


insbesondere ist die Bedeutung, die den Hautphosphatiden zukommt, 
gestiegen. 

Trautmann*® hat in eingehenden Untersuchungen festgestellt, dab 
Tiere besonders junge Tiere — , die mit groBen Gaben von Phosphatiden 
(es handelte sich bei seinen Versuchen um Sojaphosphatide) gefiittert wurden, 
einen auBerordentlich groBen Haarwuchs auftwiesen. Ein junges Schwein 
wurde vom 12. November 1929 bis zum 24. Januar 1930 mit taglich 150 ¢ 
Sojalecithin als zusatzliche Kost gefiittert. wobei sich ein ganz anormales 
und auBerst autfalliges Haarkleid entwickelte. Schon frither war dem 
einen® von uns aufgefallen, da’ die Hunde, die mit groBen Gaben Soja- 
lecithin gefiittert wurden, ein besonders schénes Fell nach kurzer Zeit 
aufwiesen. Neuerdings wurde bei Kaninchen, die vielfach mit Lecithin 
zugaben jetzt gefiittert werden, das gleiche Bild erzielt eine autfallende 
Entwicklung des Haarwuchses dieser Tiere gegeniiber den Kontrolltieren. 

Da nun bisher iiber den Phosphatidgehalt der Haut bei normal 
gefiitterten Tieren so gut wie kein Untersuchungsmaterial vorlag. 
wurde diese Litcke teilweise ausgefillt, um gleichzeitig eine Unterlage 
dafiir abzugeben, wie sich die entsprechenden Zahlen bei Tieren nach 
Fiitterung mit Pflanzenphosphatiden zeigen werden. Es ist ja von 
vornherein nicht auszuschlieBen, daB auch das Fell der Tiere sich wie 
andere Organe an Phosphatiden anreichern wird, da es nach den bis- 
herigen Ergebnissen als ziemlich sicher anzunehmen ist, daB die Zugabe 
von Phosphatiden eine besondere Wirkung auf das Haarwachstum 


! Nerking, diese Zeitschr. 10, 193, 1908. 
2 Trautmann, Zeitsehr. f. Ziichtung, Reihe B, 24, 27, 1982. 
3 Rewald, diese Zeitschr. 208, 180, 1929. 
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hat, was wiederum zu dem SchluB fiihren muB, daB hierin in irgend- 
einer Weise die Haut beteiligt ist. 

Zur Untersuchung kamen Hautstiickchen von frisch geschlachteten 
Tieren. Es wurden untersucht: Kalbshaut, Kuhhaut, Schweinehaut 
und Schafhaut. Die Haute wurden so vorbereitet, da die Haare durch 
einfaches, trockenes Scheren mdglichst weitgehend entfernt wurden. 
Dann wurde die betreffende Haut jeweils in kleine Stiicke zerschnitten, 
das anhaftende Fett und die Fleischteilchen waren schon vorher weit- 
méglichst entfernt. Sodann wurde das noch feuchte Material in’ be- 
kannter Weise mit einem Gemisch aus Alkohol-Benzol erschépfend 
extrahiert. Nach dem Eindampfen des Extraktes wurde der trockene 
Riickstand in Ather aufgenommen und vom Unléslichen befreit. In 
dem atherischen, klar gelésten Extrakt wurde die P-Bestimmung vor- 
genommen. Der extrahierte Eiweibriickstand wurde sowohl auf P 
wie auf N untersucht. 

Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle zusammengefabt. 





Schweine- 


Kalbshaut Kuhhaut haut Schafhaut 
Wassergehalt (fliichtige Stoffe). .. 66.14 72.65 35,27 59,82 
Alkohol + Benzolextrakt . 2... . 2,92 3,17 24,16 11,25 
Atherlosliches im Alkohol + Benzol- 

MOM. @c3¢e ee o 6 os 2.74 2.53 22.40 9.61 
Phosphor im Atherextrakt . . . . 0,57 0,31 0,08 O17 
Phosphatide im Atherextrakt . . . 14.47 787 2.03 4,32 
Phosphatide in Trockensubstanz . . 1,18 0,73 0.71 1,95 
Phosphatide in Ausgangssubstanz . 0.40 0,20 0.46 0,42 
Phosphor im extrahierten Riickstand 

(auf Trockensubstanz berechnet) . O18 0.09 0,09 (0,22 
Stickstoff im extrahierten Riickstand 

(auf Trockensubstanz berechnet) . 16,68 16,99 17.45 15.77 


Der sehr schwankende Wassergehalt der Rohhiaute findet seine 
Erklarung in dem verschiedenen Fettgehalt, wie er deutlich aus dem 
Alkohol }| Benzolextrakt zu erkennen ist. Der Phosphatidgehalt an 
sich ist jedoch nicht sehr auffallend er unterscheidet sich nicht 
wesentlich von dem anderer normaler Organe. Immerhin ist vielleicht 
beachtenswert der groBe Unterschied, der zwischen der Kalbshaut und 
der Kuhhbaut besteht. Ob hier ein zufalliger oder ein stets vorhandener 
Unterschied zwischen jungem und erwachsenem Tier besteht, bedarf 


weiterer Untersuchungen. 

AufsehluB iiber die Zusammenhinge zwischen normaler und 
phosphatidreicher Fitterung und deren Einwirkung auf den Gehalt 
der Haut an Phosphatiden bei Hunden und Kaninchen werden weitere 


im Gange befindliche Versuche erbringen. 





Die Beziehungen zwischen Thymocrescin und Thyroxin 
beim Wachstum der Tiere. 


Von 
Wiktor W. Nowinski. 
(Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitit Bern.) 
(Eingegangen am 31, Dezember 1932.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Uber die Beziehungen zwischen Thymus und Thyreoidea besteht 
bereits eine ansehnliche Zahl sowohl von physiologischen Unter- 
suchungen, wie auch von klinischen Beobachtungen. Jedoch das Dunkel, 
welches sich beinahe tiber das ganze Gebiet der Thymusphysiologic 
erstreckt, schien bis vor kurzem auch dieses Problem zu_betreffen. 
Neuere Arbeiten aber scheinen diese Frage positiv gelést zu haben 
indem von verschiedenen Autoren und mit verschiedener Methodik 
festgestellt wurde, daB die Thymus sich antagonistisch zur Thyreoidea 
verhalt. 

Fragestellung. 

Vor einigen Jahren ist es mir gelungen, unter Leitung von Prof. 
Asher ein Extrakt aus der Thymus zu isolieren, welches einen stark 
fordernden EinfluB auf das Wachstum junger Tiere besitzt'. Diese 
Substanz, welche Asher mit dem Namen Thymocrescin bezeichnete, 
wurde aus einer dreifachen Extraktion der Thymus erhalten: die frische 
Driise wurde zuerst fein zerschnitten, dann mit Aceton, im Soxhlet 
mit Ather und schlieBlich mit destilliertem Wasser ausgezogen. Pei 
den weiteren Isolierungsversuchen des Thymocrescins hat Stotzer® den 
von mir erhaltenen wasserigen Extrakt vom Eiweif gereinigt und mit 
absolutem Alkohol gefillt. Da8 tatsachlich das Thymocrescin in die 


1 W.W. Nowinski, diese Zeitschr. 226, 415, 1930. 
2 P. Stotzer, ebenda 234, 1, 1931. 
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Alkoholfallung iibergeht, konnte ich noch nachtraglich nachweisen, 
indem ich gezeigt habe, dal eine stirkere Fallung auch einen starkeren 
wachstumsférdernden EinfluB besitzt!. Bei den Untersuchungen der 
hiologischen Eigenschaften des Thymocrescins, welche ich in dem 
Berner Physiologischen Institut auf Anregung von Prof. Asher durch- 
fiihrte, war es auch von Wichtigkeit, festzustellen, wie sich das Thymo- 
crescin gegentiber dem Thyroxin verhalt. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen bilden den Inhalt der vorliegenden Arbeit. 


Methodik. 


Ich méchte nur kurz auf die Methodik eingehen, da sie bereits ein- 
gehender in den zitierten Arbeiten von mir (1980) und Stotzer dargestellt 
wurde. 

Die Beziehungen zwischen Thymocrescin und Thyroxin wurden am 
Wachstum junger Ratten untersucht. Als Kriterium des Wachstums wurde. 
wie es bei Ahnlichen Versuchen immer der Fall ist, das Gewicht angenommen. 
Die fiir die Versuche ausgewahliten Tiere waren stets gesunde. 40 bis 702 
schwere Exemplare. 

Das von mir benutzte Thymocrescinpréaparat stammte von der Firma 
.Chemische Industrie in Basel (Ciba)** und wurde genau nach den An- 
vaben von Prof. Asher hergestellt. Es handelte sich dabei um die von 
Stotzer (P. Stotzer, op. cit.) genau beschriebene Fraktion. Das Thyroxin 
wurde mir liebenswiirdigerweise durch die Firma Hoffmann-La Roche in 
Basel zur Verfiigung gestellt. Ich méchte den beiden genannten Firmen 
auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aussprechen. 

Sowohl das Thymocrescin wie das Thyroxin wurden subcutan injiziert, 
was die Tiere ausgezeichnet vertrugen. Die Injektionen wurden taglich 
am friihen Morgen verabreicht. Die Tiere wurden jeden zweiten Tay 
niichtern gewogen, jedoch wurde bei der Herstellung der weiter unten 
mitgeteilten Kurven jeder vierte Tag beriicksichtigt. Das Futter det 
Tiere bestand aus normalem Weifbrot und magerer Milch. ein Futter. 
welches fiir unsere Thymocrescinversuche sich ausgezeichnet bewihrt hat 
und stets angewendet wird. Was die weiteren Einzelheiten der Methodik 
betrifft, so méchte ich auf meine? und die mehrmals zitierte Publikation 
von Stotzer verweisen. 

Ich habe zwei Versuchsserien angesetzt. In der ersten erhielten 
die Tiere eine Dosis des Thyroxins, welche als physiologische zu_be- 
zeichnen ist. Sie betrug 0,01 mg und wirkt noch leicht wachstums- 
fordernd. In der zweiten Serie wurde die Dosis um das 50fache ver- 
groBert und betrug demnach 0.5 mg. Was das Thymocrescin anbelangt, 
so blieb die Dosis in den beiden Serien konstant: 40 mg der Trocken- 


substanz. 


1 W.W. Nowinski, diese Zeitschr. 249, 421. 1932. 
2 Derselbe, ebenda 226, 415, 1930. 
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Versuchsergebnisse. 
Erste Serie. 
Diese Versuchsreihe bezieht sich, wie bereits erwihnt, auf kleine 
Dosis des Thyroxins. 
Die Ergebnisse dieser Experimente sind in den Tabellen I bis III 
und den diesbeziiglichen Kurven 1 bis 9 niedergelegt. Die Kurve 10 
(Abb. 1) gibt uns AufschluB8 iiber die erhaltenen Durchschnittswerte. 
Wir sehen daraus, daf in der ersten Periode des Versuchs, bis 
zum 10. Januar 193!, die Wirkung der Injektionen noch nicht ganz 
eindeutig ist. Dies ist wahrscheinlich der Reaktion der Tiere gegeniiber 
den Injektionen zuzuschreiben. Vom 10. Januar an beginnt. sich 
jedoch der Sachverhalt zu klaren. Es kommt zu einem beschleunigten 
Wachstum der Thyroxintiere, das aber schneller als dasjenige der 
Thymocrescintiere verliuft. Dagegen nimmt die Wachstumskurve 
der zugleich mit Thyroxin und Thymocrescin behandelten Tiere ein: 
Mittelstellung ein. Daraus ist das antagonistische Verhalten dieser 
beiden Substanzen nicht zu verkennen. 


Tabelle 1. 


Nur mit Thymocrescin behandelte Tiere. Gewichte in Gramm. 





Datum Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 Tier Nr. 3 
21. XIT. 1930 79 66 41 
25. XII. &9 80 5S 
29. XII. 96 8S 72 

2. 1.1931 106 99 92 
o .4 111 102 101 
10. LL. 117 109 110 
14. 1. 125 114 124 
18. I. 127 123 130 
22. I. 132 124 139 
26. 1. 135 128 146 


Tabelle tl. 


Mit Thymoecrescin und Thyroxin behandelte Tiere. 
Gewichte in Gramm. 





Datum Tier Nr. 4 Tier Nr. 5 Tier Nr. 6 
21. XII. 1930 | 64 64 41 
25. XIL. 72 74 55 
29, XII. 84 87 66 

2. 1.1981 97 102 81 
6. I. 105 105 84 
10. I 117 121 100 
14. 1 124 135 114 
18. I 136 149 129 
22. I 135 153 133 
26 I 146 160 141 
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Tabelle HL. 








7 
Nur mit Thyroxin behandelte / 
Tiere. CGrewichte im Gramm. 1 
Datum Tier Nr.7 Tier Nr. 8 Tier Nr. 9 1. 
1930 a 
oi. Sif. 57 76 45 10 
25. XII. 6S 85 47 100} 
29. N11. 79 GY D9 - 
1931 
2.1. 48 113 72 
6.1. 98 128 S4 7 
10.1. 111 142 101 a 
») bd | 
o~, wan = oes CTT. 2. 21.6. WM UW. we Uw 
18. I. 125 161 130 
‘ . or Abb. 1 
99 93 ( 3! ‘ 
pane I. 12 ltd I om Kurve der Mittelwerte aus der 1. Ver 
26. f. 129 1 i4 146 suchsseric 


Da es sich in dieser Versuchsserie um kleine Quantitaiten des 
Thyroxins handelte, so wollte ich zu Kontrollawecken diese 
Ergebnisse noch mit einer héheren Dosis Thyroxin bestatigt haben 
und stellte somit eine 


zweite Serv 

an. wobei ich erinnern méchte, das die Menge des injizierten Thyroxins 
um das 50fache gesteigert wurde. Sie betrug also 0.5 mg. Dagegen 
erhielten die Thymocrescintiere die gleiche Dosis wie in der ersten Serie. 

Die Ergebnisse dieser Serie sind in den Tabellen IV bis VI und in 
den diesbeziiglichen Einzelkurven IL bis 19 niedergelegt. Kurve 20 
(Abb. 2) unterrichtet uns uber die Durchschnittswerte dieser Ver- 
suchsreihe. Hier kommt die antagonistische Beziehung zwischen 


Thyroxin und Thymocrescin besonders kraB zum Vorschein, da es bei 


Tabelle TV. 


(Zweite Serie.) 





Nur mit Thymocresein behandelte Tiere. Gewicehte in Gramm, 
Datum Tier Nr. 18 Tier Nr. 19 lier Nr. 20 
11. UT. 1931 4h 33 79 
15. 111. 47 39 S4 
15. 111. 51 44 SY 
17. UL. 61 42 Ys 
19. TIL. 64 4] 102 
21. 111. 73 47 115 
25. LIT. $2 4 122 
25. IIT. ow) 69 129 
ot. ma. 9 HS 138 


Is 
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Tabelle \. 


(Zweite Serie.) 


Mit Thymocresein und Thyroxin behandelte Tiere. 


(rewichte in Ceram. 





Datum lier Nr. 21 lier Nr. 22 lier Nr. 23 
11. Ti. 1951 45 48 45 
13. 111. D1 a 45 
15. UI. D4 DD DI 
17. III. 57 DD 60 
19. IIT. DS 4 D8 
21. 111. 66 64 66 
23. IIT. 71 72 74 
25. III. 77 7s 86 
27. til. $2 SS SD 


Tahbelle VI. 


(Zweite Serie.) 


Nur mit Thyroxin behandelte Tiere. Gewichte im CGramin. 











Datum lier Nr. 24 Tier Nr. 25 Tier Nr. 26 

11. IIL. 1931 58 57 67 
13. 111. a6 63 65 
15. HT. 52 69 72 
17. IT. 63 79 72 
19. TIL. 64 76 75 
21. 11. 65 84 84 
23. 111. 69 93 90 
25. TIT. 74 101 97 
27. Il. 80 107 101 

110 - ~ 

Z paren ae den zugleich mit Thyroxin und Thymo- 


———/hymocrescin Thyrasin Tere /_A 
90| —- — Thyranin-Tiere(.5mg) | 
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“pai is 1 19 a a3 a8 a 
Abb. 2. 
Kurve der Mittelwerte aus der 
Il. Versuchsserie. 


crescin behandelten Tieren zu einer der- 
artigen Wachstumsverzégerung kam, dab 
wir sogar von einem Stillstand des Wachs- 
tums sprechen kénnten: die entsprechende 


Kurve ist im Vergleich zu den an- 
deren Kurven —- stark zuriickgeblieben, 


dagegen wird die Thyroxinkurve vom 
21. Marz an von der Thymocrescinkurve 
tiberholt. 


Sektionsbefunde, 


Ks scheint mir von Interesse an dieser Stelle einige Sektionsbefunde 
folgen zu lassen. Die sowohl mit Thyroxin, wie mit Thymocrescin und mit 
beiden Substanzen behandelten Tiere sehen gut genahrt aus, sind krafttig 


und im Kafig recht beweglich. 


Sie wurden alle ad hoc zu Sektionszwecken 
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yetotet > ich konnte keine Sterblichkeit unter ihnen beobachten. Die Unter 
suchung det eimzelnen Organe ergab 1th allvemeinen keine wesentlichen 
Unterschiede. Was aber besonders interessant ist. das sind die zuerst 
von mir! und nachtraglich auch von Stotzer? beobachteten Unterschiede in 
der Entwicklung der Gonaden unter dem Einflub des Thymocrescins. leh 
fiige dieser Arbeit einige Photographien bei, welche diese Wirkung klar 
illustrieren. 

Auf der Abb. 3 sehen wir links ein mit Thymocrescin behandeltes Tier, 
rechts eine Kontrolle dazu, die mit Injektionen von 0.9° ig. NaCl-Losung 
behandelt war. Bei dem ersten Tier. welehes von der Nasenspitze bis zur 
Ansatzstelle des Schwanzes 17,5¢m mah. sehen wir den machtig ent 
wickelten Uterus. bei dem WKontrolltier dagegen, welches 15.5 em lang war. 
ist der Uterus in seiner Entwicklung weit zuriick. Abb. 4 zeigt uns links 





Bi 
L ter 

' 

no- 

ler- Abb 

laf} Das Tier links wurde mit Thymocrescin behandelt, das Tier rechts zur Kontrolle mit 

0.9°),ig. NaCl-Lésung. Uter. Uterus 

hs- 

ide ea : _ os 
ein omit) Thymocresein und Thyroxin behandeltes Tier, rechts mur mit 

in- Thyroxin. Die Lange des ersten Tieres betrug 18,5 em, des zweiten dagegen 

en. 17.5em. Auch hier sehen wir die groBen Unterschiede in der Entwicklung 

om der Uteri. Auf der Abb. 5 sehen wir die Wirkung der beiden Substanzen 

. auf das Mannehen. Das Tier links war 17.8 em lang und bekam Injektionen 
von Thyroxin und Thymocrescin, das Tier rechts nur Thyroxin: die Lange 
dieses Tieres betrug 18.0¢m. Sowohl die Entwicklung der Testes (T.). wie 
der Epididymis (Ep.) und der Vasa deferentia (V.d.) ist bei dem ersten 
Tier viel fortgeschrittener und gréBber als bei dem zweiten. Alle obigen 
Tiere stammten aus der ersten Versuchsserie. 

de 

nit . . . , ° ° ‘ 

kiiny ' W.W. Nowinshi, diese Zeitschr. op. cit. 1930. 


2 P. Stotzer, op. cit. 
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Auf Grund dieser’ Ergebnisse labt sich die entwicklungstordernde 
Wirkung des Thymocrescins auf die Gonaden nicht bezweiteln. Man konnte 


Uter. — 





Abb, 4. 
Das Tier links wurde mit Thymoerescin und Thyroxin behandelt, das Tier reehts nut 
Thymoeresein. Uter. = Uterus, 





Abb. 5 
Das Tier links wurde mit Thymocrescin und Thyrexin behandelt, das Tier rechts nut 
Thyroxin. Ep Epididymis. V.d Vas deferens. TT. Pestes 


zwar den Finwand erheben, dati die WKontroll- (bzw. Thyroxin-) Tiere 
kleiner als die Thymocrescintiere waren und deswegen auch die Geschlechts- 
organe sich nicht so miachtig entwickelt haben, jedoch ist dieser Eimwand 
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leicht zuentkraften. Inder Abb. 5sind Tiere abgebildet. deren Grove ziemlich 
gleich ist und die Linge des Thyroxintieres  eher gréier als die des 
Thymocrescin-Thyroxintieres ist. Trotzdem sind aber die Conaden des 
ersten Exemplares viel kleiner als des zweiten. Ich habe bei der Sektion 
mehrere solche Falle gehabt. und es lalit sich ohne weiteres daraus der Schlals 
ziehen, dal die Grohe der Ceschlechtsorgane der Grote des Tieres doch micht 
parallel geht. Ein aélinlicher Sachverhelt Hel sich auch bet anderen Tieren 
beobachten. Es labt sich ferner noch eine interessante ‘Tatsache teststellen 
ich konnte bei den Sektionen beobachten. dali in bezug aut die Geschlechts 
orgene sich Thyroxin und Thymocrescin gegenseitig fordern. Das geht 
auch aus dem Vergleich der aut der Abb. 3 und 4 abgebildeten Tiere hervor. 


SchluBbemerkungen, 


Aus der vorliegenden Arbeit geht kiar hervor, daB das Thyroxin 
und das Thymocrescin als das wachstumsfordernde Prinzip der Thymus 
sich gegenseitig antagonistisch verhalten. Trotzdem will ich aber meine 
Ergebnisse nicht auf die Gesamtwirkung der Thyreoidea und der 
Thymus tbertragen und moéchte mich lediglich mit der Feststellung 
begniigen, daB sich Thyroxin und Thymocrescin in’ Beziehung zum 
allgemeinen Koérperwachstum gegenseitig hemmen. = AuBerdem hat 
Asher! immer wieder vor solchen \ erallgemeinerungen gewarnt, indem er 
verlangte, daB stets die Bezichungen zwischen einzelnen Hormonen und 
ihren Einfliissen auf jede einzelne Korperfunktion gepriift werden miissen. 
Diese Warnung Ashers erscheint jetzt um so wichtiger, da die Er- 
gebnisse der modernen Endokrinologie uns zeigen, dai jede inkretorische 
Driise mehrere Hormone produziert, wie aus den Untersuchungen tiber 
die Hypophyse oder Nebennieren hervorgeht. Was die Thymus an- 
belangt, so konnte ich bereits nachweisen*, dab sie mindestens zwei 
aktive Substanzen sezerniert: das Thymocrescin und den von Asher 
und seinen Mitarbeitern beschriebenen Stoff. welcher  ermiidungs- 
behebend wirst. 


Es ist darum denkbar, daB zwei endokrine Dritsen sich in’ einer 
tichtung fordernd, in der anderen hemmend verhalten kOnnen. Mit 
anderen Worten: es ware falsch. von einer absoluten Forderung oder 
absoluten Hemmung zu sprechen, da selbst zwei Inkrete verschiedener 
Driisen sich in einer Beziehung hemmen, in der anderen fordern 
kénnen, wie ich das fiir die Geschlechtsorgane unter dem Einflub 
des Thyroxins und des Thymocrescins beobachten konnte. Bei 


der Beurteilung dieser Verhialtnisse ist noch an das von Lehmann 


1 L. Asher, Allgem. Physiol. d. inn. Sekret. i. Handb. d. inn. Sekret. 2; 


Med. Klin. 1. 757, 1931. 
> W. OW. Now?inshi, Endokrinologie TL, 166. 1932. 
3 oF. BE. Lehmann, Arch. ft. Entw.-Mech. 118, 123. 1928; Biol. Zentralbl, 


im Druck. 
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aufgestellte| Prinzip der kombinativen) Einheitsleistung zu denken, 
worunter ein einheitlicher ProzeB. ..bedingt durch die kombinierte 
Wirkung zweier (oder mehrerer) teilweise gleichsinniger, relativ selb- 
stindiger Faktoren” zu verstehea ist. So wirken z. B. kleine Dosen 


Thyroxin wachstumsfordernd, auch das Thymocrescin térdert das 
Wachstum, trotzdem heben sich aber diese Wirkungen auf, wenn wir 
beide Substanzen zugleich verabreichen. Die kombinierte Wirkung 


beider Faktoren) braucht) sich also nicht unbedingt zu summieren. 
Bei den Untersuchungen der einzelnen Inkrete. wo wir gewissermaben 
die endokrine Driise in ihre physiologischen Elemente zerlegen, fall 
diese kombinierte Wirkung erst recht weg. 


Zusammenfassung. 


Der Inhalt der vorliegenden Arbeit laBt sich in folgende Punkte 
zZusainmentassen : 

1. Es wurde das gegenseitig hemmende Verhalten des Thyroxins 
und des Thymocrescins beim allgemeinen Koérperwachstum festgestellt. 

2. Es wurden die friiheren Befunde von Nowinski und Stotzer 
bestatigt. wonach das Thymocrescin fordernd auf die Entwicklung 
der Gonaden wirkt. 

3. Es wurde die Beobachtung gemacht, dab in bezug auf die 
Gonaden sich das Thyroxin und das Thymocrescin gegenseitig fordern. 

4. Das Problem der Beziehungen zwischen Thyreoidea und Thymus 


wurde durehdiskutiert. 











ken, 
lerte 
seh. 


Ose 


das 
wir 
ung 
Ten. 
(Ben 
fallt 


ikte 


xiNs 
ellt. 
tzer 


ung 


lie 
Crh. 


Mus 








Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nicht ionisierende Substanzen. 


IV. Mitterlung: 
Eintlu8 von anorganischen Salzen, Rhodaniden und organischen Schwetel- 
verbindungen auf die Schrumptung von Kollagen', 


Von 
J. RR. Katz und A. Weidinger. 
(Aus dem Chemischen [Institut der Universitat Amsterdam 


(Evnqeqan yoneoan 2 Januar 1935.) 
Mit 4 Ablbildungen im Text. 


1. Messung der Schrumpfung von Kollagen, 


Abniich wie bei der Messung der Quellung von Starke gingen wir 
bei dem Messen der Quellung von Kollagen vor. Es wurde die Tem- 
peratur, bei welcher das Kollagen einen Anfang von Quellung (Schrump- 
fung), genauer eine bestimmte kleine Quellung (Schrumpfung) erfahrt, 
als Funktion der molaren Konzentration bestimmt. Werden solche 
Kurven fiir verschiedene Substanzen bestimmt (Ordinate: die Schrump- 
fungstemperaturen, Abszisse: die Konzentrationen), so kann man auf 
horizontalen Linien im Diagramm ablesen, bei welcher Konzentration 
die verschiedenen Substanzen bei gegebener Temperatur dic 
gleiche Intensitat der Quellung (Schrumpfung) verursachen. 

G, Meusel (1886) hat bei seinen grundlegenden Arbeiten tiber die 
Quellkraft der Rhodanide die Schrumptung von Kollagen in wiisserigen 
Rhodanidlésungen als Quellungserscheinung autgefaBbt., als deren Folge das 
Kollagen schrumpft?. Darin wollen wir ihm vorlaufig folgen, um dann in 
einer folgenden Mitteilung dieser Reihe genau zu priifen, ob seine Erklarung 
wirklich stimmt. Aber schon jetzt mul auf die Literatur hingewiesen 
werden, welche tiber diese Frage besteht. Denn das Problem, ob die Ver 
kiirzung des Kollagens beim Erhitzen aut emer Quellung beruht. ist) beim 


' T11. Mitteilung., siehe S. 76. 
2G. Meusel, Uber die Quellkratt der Rhodanate., bes. S. 1S. Crera, 
Albert Reisewitz, 1886. 
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Sehnenkollagen seit lingerer Zeit von nambhatten Physiologen diskutiert 
worden. Eine Literaturtibersicht dartiber findet man bei Woh/isch und 
du Mesnil de Rochemont*!, Aus ihren Austiihrungen geht jedenfalls mi 
sehr grober Wahrecheinlichkeit hervor. dab bei der Sehnenverkiirzung 
durch Erhitzen em Phaseniibergang mit im Spiele ist (also ein Ubergang 
des Wollagens in eine andere Moditikation). Datiir spricht auch die in 
unserem Laboratorium von J.C. Derksen gemachte Erfahrung. daB die 
Sehne beim Erhitzen statt eines Kristallinischen Diagrarmmms ein amorphes 
Rontgendiagramm bekomumt. Auch bei der Schrumptung in konzentrierter 
Rhodanidlosung bei Zimmertemperatur tanden wir unter Urstanden den 
CUbergang in eine Substanz mit amorphem Rontgendiagramm (nach eigenen, 
bisher noch micht verétfentlichten Beobachtungen). 

Die Schrumpfung des Kollagens ist daher in direkte Parallele zu 
setzen mit dem ..Schmelzen* einer Gelatinegallerte. bei det nach Ver- 
suchen von Katz, Derksen und Bow ein ahnilicher Phasentibergang auttritt 
(die Rontgenuntersuchung lehrt, daB auch beim ..Schmelzen* der Gelatine- 
gallerte die Substanz von kristallinisch in amorph tibergeht)*. Ob nun 
bei der Sehnenverkiirzung das Kollagen auch noch quillt, ist noch strittig. 
Rollett hat nachgewiesen, da die in heibem Wasser geschrumpfte Sehne 
keine Gewichtszunahme bekommen hat*®. Aber Engelmann u.a. haben 
angenommen, daB dennoch eine Quellung auftritt. und zwar indem das 
intrafibrillar gebundene Wasser in die Fibrillen aufgenommen wird?. Dat 
die Sehnenverkiirzung beim Erhitzen in Wasser nicht primar auf Quellung 
der Sehne beruht. halten aber Hermann ®, Wohlisch®, Quagliariello? ua. a. 
fiir bewiesen. Dagegen bleibt es eine offene Frage, ob die in wdsseriqgen 
Lésungen lyotroper Substanzen auttretende Férderung bz. Hemmung der 
Schrumpfung doch nicht ihre Ursache findet in einer Quellung des Kollagens, 
wodurch dessen Schrumptungstemperatur geandert wird (also die Tem- 
peratur des Phaseniiberganges’). In dieser naher ausgearbeiteten und 
geainderten Form lieBe sich die Hypothese Mevwsels, dai die Schrumpftung 
des Kollagens durch Rhodanide usw. eine Quellungserscheinung ist. immer 
noch gut verteidigen. Manches scheint fiir sie zu sprechen. Wir werden 


- wie gesagt spater priifen, ob sie die richtige ist %. 


1 BE. Wohlisch ue. Ro. du Mesnil de Rochemont, Zeitschr. ft. Biol. So, 
406, 1927. 

2 J. R. Katz, J.C. Derksen iu. W. EF. Bon, Ree. trav. chim. 50, 725, 1138, 
1931: J.C. Derksen, Collegium 1932. 8S. 838: siehe auch EF. Wohlisch, diese 
Zeitschr. 247, 329, 1932. 

3 4. PRollett, Sitzungsber. d. Kais. Akad. d. Wiss. Wien. Math.-nat. K1. 
30. 37, 185s. 

1 Th. W. Engelmann, Piliigers Arch. 7, 155, 1873; 8, 95, 1874. 

5 LL. Hermann, ebenda 7, 417. 1873. 

KE. Wohlisch up R. du Mesnil de Rochemont, 1. ¢. 

7. Quagliariello, Arch. di Szienze Biol. 4, 139, 1923. 

§ Wobei noch zu diskutieren ist. ob es der intramicellare oder der inter- 
micellare Anteil der Quellung des Kollagens ist. welcher die Anderung der 
Ubergangstemperatur bedingt. 

® Als andere Alternative wiirde sich z. B. eine direkte Beeinflussung 
der Ubergangstemperatur ergeben (anders als durch intermediare Quel- 


lung). 
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Das untersuchte Kollagen war Corium aus Rinderhaut, das an der 
Luft getrocknet worden war. Wir haben dasselbe von Herrn Privat- 
dozenten Dr. A. Kiintzel (Darmstadt) bezogen. Die Schrumpfungs- 
temperatur wurde mit einem vom _ gleichen’ Forscher bezogenen, 
sehr handlichen Apparat gemessen, bei dem das Eintreten einer genau 
definierten kleinen Schrumpfung (eines ausgestanzten, etwa 20 mm 
langen Stiickchens Kollagen) durch einen elektrischen Kontakt mit 
Klingelvorrichtung angezeigt wird?. 


Das ausgestanzte Stiickchen Kollagen (0,2 g) wurde iiber Nacht 
mit 10 ccm der zu untersuchenden Lésung getrinkt und dann mit 
90cem Lésung im genannten Apparat langsam ‘erhitzt, bis die be- 
stimmte Schrumpfung (genau 10°.) eingetreten war. Zuerst wurden 
einige Schrumpfungstemperaturen bei verschiedenen Konzentrationen 
global bestimmt: dann wurden die definitiven Bestimmungen so aus- 
gefiihrt, daB man von 6° unterhalb der Schrumpfungstemperatur ab 
so langsam erhitzt, dab die Temperatur 2° pro 5 Minuten steigt. Bei 
Beachtung dieser VorsichtsmaBregeln sind zwei unabhingige Be- 
stimmungen in der gleichen Lésung selten mehr als 0,4° verschieden?®. 


Die Schrumpfungstemperatur in reinem Wasser lag bei 69,0°. 
Alle untersuchten Lésungen zeigten bei jeder angewandten Verdiinnung 
ein py von 6,7 bis 6,8 (kolorimetrisch bestimmt). Es wurde kon- 
trolliert, da nach der Schrumpfung das px noch innerhalb dieser 
Grenzen lag. Nur wo nachdriicklich angegeben, lag das py anders; 
solche Lésungen wurden aber vorzugsweise vermieden (bei Kollagen 
sind alle Erscheinungen vom px stark abhangig, vielmals starker als 
bei der Starke). 


Alle Sauren wurden vorlaufig nur als Natriumsalz untersucht. 


2. Einflu8 von anorganischen Salzen und von Rhodaniden; die lytrope Reihe. 


Es wurde untersucht die gewéhnliche Reihe: Sulfat, Fluorid, 
Chlorid, Bromid, Nitrat, Jodid, Rhodanid. 


Die quellungsférdernde Wirkung ist in dieser Reihe gewéhnlich 
um so starker, je weiter man von links nach rechts fortschreitet. Es 
zeigt sich, daB das auch bei der Schrumpfung des Kollagens der Fall ist 


1 Dieser Apparat ist von AK. Buchheimer konstruiert und von A. Aiintzel 
gemeinsam mit AK. Buchheimer mit Erfolg fiir Schrumpfungsversuche an 
Kollagen verwendet worden. Siehe auch G. Powarnin, Collegium 1914, 
S. 650; C. Schiaparelli u. L. Caregio, Cuir techn. 138, 70 u. 134, 1924; Collegium 
1924, S. 381. 

2 Die Herstellung des angewandten lJufttrockenen Kollagens findet 
man beschrieben bei A. Aiintzel u. K. Buchheimer, Collegium 1930, 8S. 206. 
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(Abb. 1), falls man von dem ersten Kurventeil absieht!, in welchem 
ubrigens kleine Fehler in der Bestimmung der Schrumpfungstemperatur 
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Abb. 1. . 
Lyotrope Reihe der Anionen bei der Schrumpfung des Kollagens. I 
u 
? Die kleine Erniedrigung der Schrumpfungstemperatur bei Substanzen, 
die in gréBerer Konzentration erhéhend wirken, weist auf eine, in eine! 
spaiteren Abhandlung naéher zu diskutierende sekundiére Komplikation hin, 
welche nur bei kleinen Konzentrationen sich zeigt. d 
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einen verhaltnismaBig groBen EinfluB}S auf den Verlauf der Kurven 
ausiben kénnen. In diesem weiteren Verlauf wirkt Sulfat und Fluorid 
schrumpfungshemmend, Sulfat starker als Fluorid. Auch Chlorid wirkt 
noch schrumpfungshemmend; Bromid und Nitrat wirken annahernd 
gleich stark, Nitrat noch etwas hemmend, Bromid schon schrumpfungs- 
fordernd. Jodid wirkt erheblich starker schrumpfungsfordernd, Rhodanid 
noch viel starker. Sulfat wurde, gestrichelt ---, auch in Aquivalenten 
(Na,SO,/2) gezeichnet. 

Die Reihenfolge dieser Lonen stimmt durchaus iiberein mit der 
Reihenfolge der GréBe der elektrischen Ladungen, welche ihre Adsorp- 
tion an der Grenzflache Wasser-——Luft hervorruft. Frumkin! gibt fiir 
die Reihenfolge der Potentialdifferenzen bei normalen Lésungen an 
der Grenzfliche Wasser—Luft 

CNS > C10, > J > NO, Br. BrO, > CN > Cl> F> 80, 
alles in gleicher einmolarer und zweimolarer Konzentration des Salzes. 
Wir haben daher zur Vervollstandigung noch Chlorat, Bromat, Jodat 
und Cyanid untersucht; letzteres Ion wurde als Lésung von HCN in 
Wasser angewandt, welches bei jeder Konzentration auf py = 6,7 
bis 6,8 gebracht worden war (siehe gleichfalls Abb. 1). In 1-normaler 
Lésung ist beim Kollagen die Reihenfolge: 

CNS’ > J’ > NO; > Br’ > CIO! > Cl’ > BrO; > F, CN > SO,/2. 
Im Rahmen des Gedankenganges A. Frumkins laBt sich daraus mit 
Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB Rhodan- und Halogenionen vom 
Kollagen angezogen werden (wohl durch chemische Restvalenzen)?. 


3. Rhodanid verglichen mit Cyanat und Selencyanid. 

Lésungen von Natriumcyanat (NaCNO) mit pu von 6,7 bis 6,8 
wurden erhalten durch mehrfaches Umkristallisieren von kauflichem, 
reinem Natriumevanat, welches dann mit frisch hergestellter Losung von 
Cyansaure (aus Bariumcyanat) auf das geeignete pu gebracht wurde. 

Das kaufliche Selencyanid reagierte auch nach mehrfachem Um- 
kristallisieren alkalisch (py = 8.2). Neutralisieren mit freier Selencyan- 
wasserstoffsiure war nicht méglich, da die Losungen der freien Saure 
sich gleich zersetzen. Es wurde daher das Rhodanid noch einmal beim 
pu 8,2 untersucht. 

Cyanat wirkt erheblich schwacher als Rhodanid, Selencyanid 
ahnlich stark wie Rhodanid, oder noch etwas stirker (Abb. 2). Dieses 
Ergebnis ist in guter Cbereinstimmung mit den Bestimmungen Frumkins 
iiber die elektrische Aufladung an der Grenzflaiche Wasser—-Luft. Die 


1 4. Frumkin, Zeitschr. f. physik. Chem. 109, 38, 1924. 
2 Siehe die analogen Betrachtungen in der I. Mitteilung dieser Reihe, 
diese Zeitschr. 257, 385, 1933, bei Starke. 
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von ihm gefundene Beziehung SeCN, SCN > OCN —-CN_ stimmt 
auch beim Kollagen (Abb. 2). Wie man dort sieht, wird auch die von 
Frumkin bei der Aufladung der Grenzfliche Wasser—-Luft gefundene 
teihenfolge CNO — CN beim Kollagen wiedergefunden. 
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Abb. 2. Rhodanid, verglichen mit Cyanat und Selencyanid. 
4. Organische Schwefelverbindungen, verglichen mit analogen Sauerstoff- 
verbindungen. 
Untersucht wurden die Substanzpaare!: Harnstoff, Thioharn- 
stoff, Acetamid, Thioacetamid, Na-Glykolat, Na-Thioglykolat, Na- 
Acetat, Na-Thioacetat. 


1 Fiir Strukturformeln siehe II. Mitteilung dieser Reihe, diese Zeitschr. 
257, 397, 1933. 
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Das Ergebnis ist ahnlich wie bei der Starke. Da®Bb Rhodanid starker 
wirkt als Cyanat, findet seine Parallele in der Tatsache, dab Thio- 
harnstoff erheblich starker wirkt als Harnstoff, Thioacetamid stirker 
als Acetamid, Thioglykolat stirker als Glykolat. Ratselhaft aber 
analog wie bei der Starke ist das Verhalten von Thioacetat, das 
in hGheren Konzentrationen stark schrumpfungshemmend wirkt (Abb. 3). 
Ebenso wie bei der Starke wirken nichtionisierte und ionisierte Substanzen 
dhnlich stark. 
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Abb. 3. 
Wirkaung von organischen Schwefelverbindungen, verglichen mit der Wirkung 
der entsprechenden Sauerstoffverbindungen. 


Die beobachteten starken Wirkungen der organischen Schwefel- 
verbindungen sind durchaus den starken Aufladungen analog, welche 
an der Grenzflache Wasser—Quecksilber bei organischen Schwefel- 
verbindungen beobachtet worden sind. Wo in der Grenzfliche Wasser 

Luft bei organischen Schwefelverbindungen keine irgendwie  er- 
heblichen Potentialdifferenzen auftreten, folgert A. Frumkin’, dal 
das Quecksilber den Schwefel der organischen Verbindungen anzieht 
(wohl durch chemische Restvalenzen). Das gleiche miiBbte daher beim 
Kollagen der Fall sein, vielleicht durch die CO-Gruppen der Poly- 
peptidbindungen. 


' A. Frumkin, Coll. Svmp. Monogr. Zeitschr. 96. 1930, 
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5. Cyanhaltige Substanzen. 

N 
NH,/ 
HON (pu = 6,7 bis 6,8) und Acetonitril (C H,.C_—N) untersucht (Abb. 4). 
Ahnlich wie bei der Starke wirken NaCN und Acetonitril ziemlich 
indifferent, wahrend Cyanamid ziemlich stark schrumpfungsférdernd 
wirkt. Auch Natriumeyanat (NaCNO, pu 6,7) wirkt zuerst 
schrumpfungsfordernd. 


Ebenso wie bei der Stairke wurden noch Cyanamiad ( 
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Abb. 4. 
Wirkung von cyanhaltigen Substanzen. 


6. Vergleich mit den Ergebnissen bei Stirke. 


Uberall sind es polar gebaute Molekiile, mit Dipolmoment, welche 
in wasseriger Lésung starke Wirkungen hervorrufen: der eine Pol ist 
hydrophob, der andere ist hydrophitl. 


Die Vergleichung der oben angefiihrten Ergebnisse mit denen bei 
Stirke zeigt, daB eine bemerkenswerte Ubereinstimmung  besteht, 
so daB alle wesentlichen Ergebnisse ahnlich beim Kollagen zuriick- 
gefunden werden. Die quellungsférdernden Wirkungen der lyotropen 
Substanzen sind daher wenig spezifisch in bezug auf die chemischen 
Kigenschaften des quellbaren Kérpers. Darin sehen wir das Haupter- 
gebnis der vorliegenden Arbeit. 


Die Erklérung muB ahnlich sein wie bei der Starke gegeben: starke 
und polare Adsorption durch die quellende Substanz. DaB eine so 
groBe Ubereinstimmung besteht, ist sehr bemerkenswert und nicht 
etwas, was man von vornherein erwarten muBte, auch darum weil die 
Starke intermicellar quillt, das Kollagen auch intramicellar. Beim 
Kollagen andert sich die GréBe des Kristallgitters bei der Quellung 
(Réntgenaufnahmen), und zwar als kontinuierliche Funktion vom 
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Wassergehalt!. Bei der Starke ist die GréBe des Kristallgitters un- 
abhingig vom Wassergehalt*. Bei starkem Trocknen werden beide 
Substanzen amorph*, als Beweis, daB sie Wasser als essentiellen Be- 
standteil im Kristallgitter ihrer Micelle enthalten. 


Charakteristisch fiir den EKinfluB der quellungsférdernden Sub- 
stanzen beim Kollagen ist, daB auch bei quellungshemmenden Koérpern 
ein anfaingliches Sinken der Kurve vorkommen kann, bei Kurven, 
welche nachher ansteigen; und da} Kurven, welche nahe beim Neutral- 
punkt gelegen sind (Chlorid, Acetat), bei Kollagen héher liegen, also 
schon Quellungshemmung anzeigen kénnen, wo sie bei der Starke 
noch Quellungsférderung ergeben. 


Den Herren AK. Riege und J. F. Wienhoven mobchten wir fiir ihre 
Hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche bestens danken. 


1 Siehe fiir die intramicellare Quellung des Kollagens: E. Nahring, 
Zeitschr. f. mikrosk. anal. Forschung 238, 439, 1930; und fiir die intra- 
micellare Quellung der engverwandten CGelatine: K. Hermann, O. Gernqross 
u. W. Abitz, Zeitschr. f. physik. Chem. (B) 10, 371, 1930; J. R. Katz u. 
J.C. Derksen, Rec. trav. chim. 51, 513, 1932. 

2 Siehe J. R. Katz und J.C. Derksen, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 
150, 100, 1930. 

3 Dieselben, Rec. Trav. chim. 51, 513, 1932; Collegium 1932, 8. 934. 





Uber den Einflu68 der C-Avitaminose auf den Lipase- 
und Katalasegehalt des Tierkérpers. 


Von 
Paavo Suomalainen. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Stiftung fiir Chemische Forschung, 
Helsinki.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Uber den Einflu8 der C-Avitaminose auf den Lipase- und Katalase- 
gehalt des Tierkérpers liegen meines Wissens keine Untersuchungen 
vor. Im folgenden eine kurze Mitteilung iiber eine diesbeziigliche 
Versuchsreihe, die im Zusammenhang mit anderen Untersuchungen 
tiber die Enzymphysiologie des Tierkérpers ausgefiihrt worden ist. 


Tiermaterial. 


Als Versuchstiere dienten Meerschweinchen. Die C-Avitaminose wurde 
hervorgerufen durch Fiitterung eines Nahrungsgemisches. das Hafer- 
mehl (59°,), Milchpulver (30°,), Butter (10°,) und NaCl (1°,) enthielt. 
In dem Gemisch war das C-Vitamin durch Erhitzen zerstért. AuBer dieser 
Grundnahrung bekamen die Tiere Wasser. Die Kontrolltiere erhielten 
gewohnliche C-vitaminhaltige Nahrung. Von der Nahrung abgesehen. 
wurden die Kontrolltiere unter véllig gleichen Verhaltnissen wie die Ver- 
suchstiere gehalten. Die folgenden Zahlen veranschaulichen die Gewichts- 
schwankungen der Tiere wahrend der Versnchsreihe. 


Gewicht der Tiere in Gramm. 





C-Avitaminose Kontrollreihe 
Nr. des Tieres Nr. des Tieres 
1 2 3 4 5 6 1 3 3 4 5 6 


285 300 300 320 300 280 330 320 295 305 240 270 
245 285 265 280 270 250 300 310 295 265 275: 240 
24. XI. 250 285 265 290 280 275 3825 325 310 290 260 280 
28. XI. 240 275 260 280 285 280 340 340 300 290 260 280 
1. XII. 250 | 299 270 275 280 290 345 345 310 295 260 > 285 
5. XI. 250 275 265 280 280 290 3690 360 340 315 265 = 305 
8. XII. 260 | 270 265 295 300 310 365 370 355) 330 280 325 
12. XII. 240 | 250 240 280 295 295 380 370 360 340 280 ' 330 
15. XT. =230 | 250) 205) «250 295 260 390 3890 365 350 299 370 
16. XII. 215 245 175 230 290 250 ine — ae ; 
17. XII. 245 280 385 6390 ©6365 «6360 «290 ) 350 
18. XII. 270 - 
20. XID 230 365 300) 390 
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Enzymbestimmungen. 


lL. Die Lipasebestimmungen! wurden nach der titrimetrischen Lipase 
bestimmungsmethode ausgetiihrt, tiber die ein genauerer Bericht demniaichst 
in Hoppe-Sevlers Zeitschrift fZusammen mit Professor Dr. Artiuri 1. Virtanen 
veroffentlicht werden wird. Als Substrat kam Tributyrin und als Lipase- 
einheiten direkt die Menge n/10 NaOH in 0,0lcem zur Anwendung. die 
zur Neutralisierung der durch 5 Minuten dauernde lipatische H ydrolyse 
freigemachten Butterséure verbraucht wurde, wenn die Hydrolyse bei 30° 
erfolgte und Phenolphthalein als Indikator diente. Die Lipase wurde aus 
Leber und Pankreas bestimmt und pro Gramm Frischgewicht des Organs 
berechnet. 

2. Die Katalasebestimmung wurde nach der gasvolumetrischen Methode 
von Stern und Battelli* ausgefiihrt. Vor der Herstellung der Katalase- 
praparate wurde aus dem Tier das Blut durch Injektion von Ringerlésung 
in die BlutgetaéBe entfernt. Bei den Katalasebestimmungen wurde das Blut 
im Verhaltnis 1: 10000 und der Leberextrakt im Verhaltnis 1: 20000 
verdiinnt. In jedem Versuch kamen 10 cem des so verdiinnten Praparates 
zur Anwendung. Als Katalaseeinheiten diente direkt die O,-Menge in 
Kubikzentimeter auf 0° und 760 mm Hg reduziert —. die die Katalase 
bei Zimmertemperatur aus 10cem 1°.ig. H,O,-Lésung in 5 Minuten pro 
Kubikzentimeter Blut und Gramm Leber berechnet frei machte. 


Versuchsergebnisse. 

In der obenstehenden Tabelle riihrt der letzte Gewichtswert jedes 
Tieres von der Wagung gerade vor dem Versuch her. Bei jedem Tiere 
der C-Avitaminosereihe bestand ein deutlicher, recht weit entwickelter 
Skorbut, und die Tiere waren nach etwa 5 bis 6 Tagen an Skorbut 
gestorben. Das Krankheitsbild wurde nur makroskopisch festgestellt. 

Im folgenden die Enzymwerte der Versuchstiere. 


Lipasegehalt der Leber. 





Tier C-Avitaminose Tie Kontrollreihe 

_ Lipase pro 1g Leber sas Lipase pro 1 g Leber 
1 630 1 1064 
3 638 2 772 
6 944 3 859 
Mittel: 737 Mittel: 898 


Lipasegehalt des Pankreas. 
g 





Tier C-Avitaminose Tier Kontrollreihe 

m Lipase pro 1 g Pankreas Lipase pro 1 g Pankreas 
1 346 1 525 
3 570 2 300 
6 600 3 419 
Mittel: 505 Mittel: 415 


1 A.I. Virtanen u. P. Suomalainen, Acta Chemica Fennica B, 5, 28. 
2 L. Stern u. Fr. Battelli in Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik det 
Fermente, 8.1378. Leipzig 1929. 
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Katalasegehalt der Leber. 








Tier C-Avitaminose Tier Kontrollreihe 
” Katalase pro 1 g Leber ” Katalase pro 1 g Leber 
2 21 100 4 10 700 
4 18 100 5 18 900 
5 13 800 6 14 400 
Mittel: 17 667 Mittel: 14677 
Katalasegehait des Blutes. 
Tier C-Avitaminose Tie Kontrolireihe 
- Katalase pro 1 ccm Blut - Katalase pro 1 ecm Blut 
2 8 600 4 9 200 
4 10 250 5 8 200 
5 13 600 6 10.000 
Mittel: 10817 Mittel: 9133 


Zusammenfassung, 


Aus den obigen Versuchsreihen geht hervor, daB die C-Avitaminose 
keine bedeutenderen Veranderungen im Lipasegehalt der Leber und 
des Pankreas und im Katalasegehalt der Leber und des Blutes hervorruft. 
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Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XXV. Mitteilung: 
Glykogenbildung in der Leber unter Einflu®B der Gallensiure bei splenekto- 
mierten Kaninchen. 


Von 
Keizo Fuziwara. 


(Aus dem Centralhospital Kurashiki und aus dem biochemischen Institut 
Okayama, Japan.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1933.) 


In der vorigen Mitteilung! habe ich berichtet, daB die hypogly- 
kimische Wirkung der Cholsaure bei Kaninchen durch Splenektomie 
abgeschwacht und die antagonistische Wirkung der Cholsiure und des 
Adrenalins auf den Blutzucker dadurch aufgehoben wird, indem die 
Adrenalinhyperglykamie durch Cholsaiure weiter verstarkt wird. Weiter 
wurde bemerkt, daB die Cholsiure zusammen mit Milzextrakt auf den 
Blutzucker synergistisch herabsetzend wirkt. 

Um einerseits das Wesen der Aufhebung der antagonistischen 
Wirkung der Cholsiure und des Adrenalins auf den Blutzucker des 
splenektomierten Kaninchens klarzustellen, andererseits die Bedeutung 
der Milz im Kohlenhydratstoffwechsel festzustellen, habe ich die 
Glykogenbildung der Leber von splenektomierten Kaninchen bei Zufuhr 
von Cholsiure mit oder ohne Milzextrakt untersucht, ferner bei den 
Kombinationen von Adrenalin mit und ohne Cholsiure oder von Adre- 
nalin, Cholsiure und Milzextrakt. 

Die die Glykogenbildung der Leber férdernde Wirkung der Gallen- 
siure wurde bereits von vielen Autoren festgestellt *, Wisaki* und Fuziwara 
beobachteten dabei einen Antagonismus zwischen Cholsiéure und Adrenalin. 
Wahrend Togawa4 u. a. eine Herabsetzung des Glykogengehaltes der Leber 
bei splenektornierten Tieren fanden, andert sich nach Noma bei Splenektomie 
der Glykogengehalt nicht. 


- 


Diese Zeitschr. 256, 384, 1932. 
Die friiheren Arbeiten vgl. bei Fuziwara, diese Zeitschr. 248, 264, 
1932; 256, 384, 1932. 

3 J. of Biochem. 8, 235, 1927. 

4 Diese Zeitschr. 109, 1, 1920. 
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5 Okayama Igakki Zasshi 442, 
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Experimenteller Teil. 


Kraftige mannliche Kaninchen wurden in acht Gruppen untersucht. 
Der ersten Gruppe wurde als Kontrolle nach viertagigem Hunger nur 2 ccm 
einer 50° igen Glucoselésung pro Kilogramm K6rpergewicht intravends 
injiziert. Die anderen Gruppen von Kaninchen wurden in der iiblichen 
Weise splenektomiert und am nachsten Tage zum Versuch verwandt. 
Der zweiten Gruppe dieser 4 Tage hungernden, splenektomierten Kaninchen 
wurde in der gleichen Weise dieselbe Menge von Glucose verabreicht. De 
dritten Gruppe wurde 1'/, Stunden nach Zufuhr von Glucose 2 cem Milz- 
extrakt vom Kaninchen pro Kilogramm intravends verabreicht. Der 
vierten wurde aufBer Glucose gleichzeitig 2cem einer 1°,igen Na-Cholat- 
lésung pro Kilogramm subcutan eingespritzt. Der fiinften wurde L'/, Stunden 
nach Zutuhr von Glucose und Cholat dieselbe Menge von Milzextrakt und 
der sechsten auSer Glucose gleichzeitig 0,2 cem einer 0,1 °,,igen Adrenalin- 
chloridlésung pro Kilogramm subcutan injiziert. Der siebenten wurden in 
gleicher Weise die Lésungen von Glucose, Adrenalin und Cholsaure hinter- 
einander gegeben und der achten 1'/, Stunden nach der hintereinander 
erfolgten parenteralen Zufuhr von Glucose, Adrenalin und Cholséure Milz- 
extrakt intravenés zugefiihrt. 

Alle diese Gruppen von Kaninchen wurden 3 Stunden nach Zucker- 
zufuhr einzeln durch Nackenschlag und Verblutung get 6tet und der Glykogen- 
gehalt der schnell herausgeholten Leber nach Jwasaki und Mori bestimmt. 
Bei der Bestimmung dauerte die Zeit, die von der Tétung der Kaninchen 
bis zur Hydrolyse des Glykogens in der Leber mit Alkohol in Anspruch 
genommen wurde, immer gleich lang. Die Ergebnisse sind in Tabellen | 
bis VILI zusammengestellt. 


1. Zufuhr von Glucose bei normalen und splenektomierten Kaninchen, 
Die Tabellen I und II zeigen, daB der Glykogengehalt der Leber 


von normalen Kaninchen durchschnittlich 1,239°,, der von splenekto- 


Tabelle I. 


(Kontrolle.) Glucose. 





Glykogengehalt 


Nr. Kérpergewicht in g Lebergewicht See Rate 
vor dem Hunger nach dem Hunger g 
1 2150 1890 35,0 1,454 
2 2300 1800 30,5 0,947 
3 2030 1925 35,5 1,151 
4 2310 1885 37,5 1,471 
5 1790 1690 35,0 1,089 
6 2040 1625 29,5 1,597 
7 2500 2110 39,5 1,029 
8 1960 1920 41,7 1,175 


Durchschnittlicher Wert: 1,239 
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Tabelle 1. 


(Splenektornie.) (Hucose. 





Glykogengehalt 


Nr. Kirpergewicht in & Lebergewicht Meg ye ons 
vor dem Hunger nach dem Hunger g 

1 2290 2045 37,0 0,528 
2 2420 2220 41,0 0,492 
3 2050 1945 37,0 0,407 
4 2160 1870 31,0 0,510 
5 1900 1605 29,5 0,986 
6 1920 1520 29,0 0,509 
7 2040 1800 35,3 0,487 
8 1980 1750 29,2 0,511 
9 2210 1885 31,0 0,698 
10 2300 1960 39.8 0.445 
Durchschnittlicher Wert: 0,556 


mierten 0,556°,, betragt. Die Glykogenbildung der Leber wird also 
durch Splenektomie betrachtlich herabgesetzt. Dieses Ergebnis stimmt 
mit dem von Chino, Miyamura, Togawa und Murao gut iiberein. 


2. Zufuhr von Glucose mit Milzextrakt oder Na-Cholat wnd mit beiden bei 
splenektomierten Kaninchen, 

Aus den Tabellen III und IV ist zu ersehen, daB der Glykogengehalt 
der Leber von splenektomierten Kaninchen bei Zufuhr von Glucose 
und Milzextrakt durchschnittlich 0,897°, und der bei Zufuhr von 
Glucose und Na-Cholat 0,689°, betraigt. Die Glykogenbildung der 
Leber von splenektomierten Kaninchen wird weder durch Zufuhr von 
Milzextrakt noch durch Zufuhr von Cholséiure zur Norm zuriickgebracht. 
Doch wird in beiden Fallen die Glykogenbildung der Leber aus Glucose 
gefordert. 

Der Glykogengehalt der Leber von splenektomierten Kaninchen 
bei Zufuhr von Glucose mit Milzextrakt und Cholsdure betragt durch- 
schnittlich 1,455°, (Tabelle V). Fiir die Glykogenbildung der Leber 
von splenektomierten Kaninchen wirken die Cholsiure und das Hormon 
aus Milz synergistisch, indem die Glykogenbildung aus Glucose der 
splenektomierten Kaninchenleber durch Zusammenwirken von Chol- 
siure und Milzextrakt auf das Dreifache gesteigert wird (vgl. Ta- 
bellen IT und V). 

Nach diesem Ergebnis scheint die Cholsiure die Wirkung des Milz- 


hormons zu aktivieren. 
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Tabelle LLL. 
(Splenektomie.) Glucose und Milzextrakt. 
Nr. — Korpergewicht in & anit) Lebergewicht ae omy pe og vo 
vor dem Hunger nach dem Hunger g "06 du 
1 2310 2090 31,5 1,030 Ch 
2 1870 1680 35.5 0.846 
3 1960 1775 36,0 0,997 , 
4 2340 2030 42.5 1,121 mi 
5 1920 1670 33,0 0,828 He 
6 1800 1490 29.5 0,785 Be 
7 2035 1680 33,0 0,848 
S 1850 1550 40,2 0,749 dei 
) 1810 1455 29.5 0,799 au 
10 2230 2050 32,7 0,967 ; 
Di 
Durchschnittlicher Wert: O.S97 ak 
Tabelle IV. 
(Splenektomie). Glucose und Na-Cholat. 
Ne. Kérpergewicht in g Lebergewicht ey oe 
vor dem Hunger nach dem Hunger g 0/9 
1 2070 1720 29,5 1,039 
2 1840 1610 80,2 0,663 
3 1970 1780 31,2 0,536 
4 2050 1785 36,0 0,967 
5 2045 1785 36,7 0,492 
6 2300 2020 39,5 0,557 
7 2315 2080 30,2 0,633 
8 2240 2025 40,7 0,624 
9 2226 1905 37,5 0,773 
10 2040 1735 32,2 0,696 
Durchschnittlicher Wert: 0,689 
Tabelle V. 
(Splenektomie.) Glucose, Na-Cholat und Milzextrakt. 
— . | ilykog f 
Nr. a Kérpergewicht ing “ Lebergewicht | eee alt 
vor dem Hunger nach dem Hunger g 0/6 
1 2030 1880 28,0 1,773 
2 2310 2095 36,0 1,408 
3 2120 1910 30,2 1,648 
4 2140 2040 42.0 1,248 
5 2330 2020 40,5 1,556 
6 1990 1750 29,5 1,604 
rj 1900 1580 31,6 1,603 
8 1950 1735 41,2 1,024 
i) 2030 1850 39,6 1,451 
102159 15 | at | 188 
Durchschnittlicher Wert: 1,455 
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3. Zufuhr von Glucose mit Adrenalin ohne oder mit Cholsdure bei 

splenektomicrten Kaninchen. 

Die Tabellen VI und VII zeigen, daB der Glykogengehalt der Leber 
von splenektomierten Kaninchen bei Zufuhr von Glucose mit Adrenalin 
durchschnittlich 0,452 °, und bei der von Glucose mit Adrenalin und 
Cholsdure 0,303 °,, betragt. 

Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose wird also bei splenekto- 
mierten Kaninchen durch Zufuhr von Adrenalin herabgesetzt. Diese 
Herabsetzung wird durch weitere Zufuhr von Cholsaure verstirkt. 
Beim Ausfall der Milzfunktion wird also die antagonistische Wirkung 
der Cholsiure und des Adrenalins bei der Glykogenbildung der Leber 
aufgehoben. Beide Substanzen wirken dann synergistisch herabsetzend. 
Die glykogenspaltende Wirkung des Adrenalins scheint durch Cholsaure 
aktiviert zu werden, weil bei splenektomierten Kaninchen die Adrenalin- 


Tabelle VI. 


(Splenektomie.) Glucose und Adrenalin. 





Glykogengehalt 





Nr. Koérpergewicht in g c Lebergewicht dan Salar 
vor dem Hunger nach dem Hunger g ary 

1 1980 1750 32,0 0,307 
2 2190 1950 37,0 0,270 
3 2000 1680 38,1 0,624 
4 2160 1840 40,0 0,435 
5 2040 1760 28,8 0,424 
6 1980 1680 29,3 0,353 
7 2283 2080 40.9 0,381 
8 2035 1870 31,5 0,510 
9 2230 1945 34,8 0,858 
10 2040 1810 31,5 0,35: 
Durchschnittlicher Wert: 0,452 


Tabelle VIT. 


(Splenektomie.) Glucose, Adrenalin und Na-Cholat. 





Glykogengehait 


Mr, || __Sapergowieht ng | Labengowient der Leber 
vor dem Hunger nach dem Hunger Zz O/, 
1 2000 1750 42.1 0,339 
2 2090 1685 35,7 0,525 
3 2335 1840 32.0 0,343 
4 2270 1970 40,2 0,227 
5 2260 1815 413 0,325 
6 2210 1725 35,1 0,170 
7 1830 1590 29,8 0,253 
8 1900 1655 33,9 0,156 
9 2160 1720 29,0 0.327 
10 1965 1415 31,7 0,361 


Durchschnittlicher Wert: 0.303 
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hyperglykamie durch Zufuhr von Cholsdiure verstarkt wird, was in der 
vorigen Mitteilung! bewiesen wurde. 

Betreffs des Wesens der beiden Wirkungen sind Versuche im Gange. 
Aus den Tabellen III und VI geht hervor, daB die Glykogenbildung aus 
Glucose der Leber von splenektomierten Kaninchen durch Adrenalin 
herabgesetzt, dagegen durch Milzextrakt gesteigert wird. Aus diesem 
Ergebnis liBt sich ableiten, daB das Adrenalin gegen die die Glykogen- 
bildung férdernde Wirkung des Milzextraktes antagonistisch wirkt. 


1. Zufuhr von Glucose mit Adrenalin, Cholsdure und Milzextrakt bei 

splenektomierten Kaninchen. 

Aus der Tabelle VIII ist ersichtlich, daB der Glykogengehalt der 
Leber von splenektomierten Kaninchen bei Zufuhr von Glucose mit 
Adrenalin, Cholsiure und Milzextrakt durchschnittlich 0,674 °, betragt. 
Die durch Zufuhr von Adrenalin und Cholsiure herabgesetzte Glykogen- 
bildung der Leber von splenektomierten Kaninchen wird also durch 
weitere Zufubr von Milzextrakt verdoppelt (vgl. Tabellen VIT und VIII). 
Diese gesteigerte Glykogenbildung ist beinahe gleich der bei Zufuhr 
von Cholsiure allein (vgl. Tabellen IV und VIII). Dies beruht sehr 
wahrscheinlich auf der antagonistischen Wirkung des Adrenalins und 
des Milzextraktes. 

Aus allen oben erwaihnten Ergebnissen wird der SchluB gezogen, 
daB die niichterne Hyperglykimie des splenektomierten Kaninchens 
auf der herabgesetzten, und die die experimentelle Hyperglykamie 
herabsetzende Wirkung des Milzextraktes bei denselben Tieren auf 
der vermehrten Glykogenbildung der Leber beruht (siehe XXIV. Mit- 
teilung). Die Assimilation des Zuckers in der Leber steht also mit der 


Tabelle VIII. 


(Splenektomie. ) Glucose. Adrenalin, Cholat und Milzextrakt. 





Glykogengehalt 





Nr. = Kérpergewicht ing Cd Lebergewicht ee les 
vor dem Hunger § nach dem Hunger g O'6 
1 2020 1775 35,6 0,680 
2 1860 1659 38,2 0,559 
3 2000 1845 34,1 0,908 
4 2090 1580 43,3 0.625 
5 2120 1600 40,5 0,853 
6 2170 1670 36,1 0,770 
7 2480 2110 42,2 0 523 
8 2450 1990 41,4 0,691 
9 2040 1650 35.3 0,720 
10 2265 2030 34,5 0,408 
Durehschnittlicher Wert: 0,674 


' Diese Zeitschr. 256, 384. 1932. 
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Funktion der Milz in innigem Zusammenhang und die Splenektomie 
setzt die Zuckertoleranz des Kaninchens herab. Diese durch Splenekto- 
mie herabgesetzte Zuckertoleranz wird durch Zufuhr von Cholsiure 
und Milzextrakt des Kaninchens iiber die Norm hinaus gesteigert. 

Weiter wird der SchluB gezogen, daB die experimentelle, durch 
Zufuhr von Glucose mit Adrenalin und Cholsiure stark erhGhte Hyper- 
glvkimie von splenektomierten Kaninchen durch die stark herab- 
gesetzte Glykogenbildung der Leber bedingt ist, und daB diese durch 
Adrenalin herabgesetzte Glykogenbildung der Leber nicht durch Chol- 
siure, sondern durch Milzextrakt gesteigert wird. Bei splenektomierten 
Kaninchen wirkt also die Cholsiure gegen das Adrenalin nicht anta- 
gonistisch, sondern synergistisch, waihrend das Milzhormon gegen das 
Adrenalin antagonistisch, aber mit Cholsiure synergistisch wirkt, soweit 
die Glykogenbildung der Leber in Frage kommt. 


Zusammenfassung. 

1. Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose wird durch Splenekto- 
mie herabgesetzt. 

2. Diese herabgesetzte Glykogenbildung wird durch parenterale 
Zufuhr von Cholsiure oder Milzextrakt des Kaninchens wieder ge- 
steigert und durch Zufuhr von beiden zusammen weit iiber den normalen 
Wert verstarkt. 

3. Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose wird bei splenekto- 
mierten Kaninchen durch Zufuhr von Adrenalin herabgesetzt und diese 
Herabsetzung durch weitere Zufuhr von Adrenalin und Cholséure 
verstarkt, wahrend die durch Zufuhr von Adrenalin und Cholsaure 
herabgesetzte Glykogenbildung der Leber durch Zufuhr von Milz- 
extrakt wieder gesteigert wird. 

Die Zuckertoleranz des Kaninchens wird also durch Ausfall der 
Milzfunktion stark herabgesetzt, und das Milzhormon wirkt gegen 
das Adrenalin antagonistisch, aber mit Cholséiure synergistisch. 


Zum SehluB méchte ich nicht verfehlen, Herrn Dr. Wada, Direktor 
der paediatrischen Klinik des Centralhospitals Kurashiki, fiir seine tiberaus 
freundliche Leitung und Anregung bei der Arbeit meinen herzlichen Dank 
auszusprechen. 


Biochemische Zeitschrift Band 259. 14 








Uber mitogenetische Strahlen. LIL’. 


Von 
L. K. Wolff und Frl. G. Ras. 


(Aus dem Hygienischen Laboratorium der Universitit Utrecht.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1933.) 


In unserer zweiten Mitteilung haben wir gezeigt, daB bei einfachen 
chemischen Reaktionen mitogenetische Strahlen auftreten. Wir haben 
nun untersucht, ob auch beim Lésen fester Stoffe in Wasser diese 
Strahlen nachgewiesen werden kénnen. Dies trifft tatsichlich zu beim 
Auflésen von Kochsalzkristallen in Wasser, nicht jedoch beim Lésen 
von Saccharose in Wasser und von reiner Palmitinsaure in Alkohol. 


Auflésung von NaCl in Wasser. 





Kontrolle 10"" 20" 30"’ 45” 60" 90" 
129 125'/, 1505), 1793), 
87 126 111 
144 190 182 169 147 


Auflésung von Zucker in Wasser. 





Kontrolle 30" 1 11/5! 2 3’ ry 
28 25 29 29 29 29 | 80 


Auflésung von Palmitinsaéure in Alkohol. 





Kontrolle 15"’ 30"' y 1t/,! y 7 
28 30 28 32 34 29 31 


Salzlésung selbst strahlt nicht. 





Kontrolle 30” b 45” 

87 88 83 
Beim Auflésen eines Elektrolyten (NaCl) in Wasser treten also 
mitogenetische Strahlen auf, nicht jedoch beim Auflésen eines Nicht- 
elektrolyten in Wasser (Saccharose) und in Alkohol (Palmitinsaure). 


' |. Mitteilung: Zeitschr. f. Bakt. 128, 1, 1931; II. Mitteilung: diese 
Zeitschr. 250, 305, 1931. 
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Zur Kenntnis der Wirkungen der Metalle auf Fermente’. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1935.) 


Die Wirkungsweise der Fermente kann nur durch die Feststellung 
der ihrer Funktion zugrunde liegenden Gruppierungen aufgehellt werden, 
waihrend die Reindarstellung und die Ermittlung der Bruttoformel der 
Fermente als wertvolle Unterstiitzung der Forschung angesehen werden 
muB. Es ist iiberfliissig, diese Sachlage durch Literaturangaben zu 
belegen. 

Immer mehr riicken die Metalle in den Vordergrund der Substanzen, 
welche fiir die Konstitutionsforschung der Enzyme entscheidend sind. 
Bekanntlich sind fiir gewisse Enzyme Metalle, insbesondere Eisen in 
bestimmter Bindung, maBbgebende Wirkungsfaktoren. Daneben konnte 
schon vor lingerer Zeit fiir viele Fermente festgestellt werden, daB sie 
gegen einige Metalle sehr empfindlich sind. Diese Eigenschaft kann 
einen Hinweis auf die wirksamen Gruppen im Fermentmolekiil erlauben. 
Es konnte gezeigt werden, daB die Metallvergiftung der Fermente 
reversibel ist. Bringt man die vergifteten Fermente, also die Metall- 
verbindungen der Fermente mit Substanzen zusammen, welche mit den 
betreffenden Metallen Komplexe bilden, so ist die durch die Metalle 
bewirkte Inaktivierung aufhebbar, der Vorgang ist reversibel?. 

Versuche von M yrbdck® iiber die Inaktivierung der Saccharase mit 
Silbernitrat waren dann dahin zu deuten, daB die Inaktivierung der 
Saccharase in dem MaBe eintritt, als das Enzym mit der freien Silber- 
base unter Bildung eines Salzes bzw. Komplexes in Reaktion tritt. 
Analog lagen die Verhaltnisse bei anderen Metallen. Auch v. Luler und 
Svanberg* fanden die Metallvergiftung von Fermenten reversibel. Merk- 
wiirdig war ihr Befund, daB die durch Sublimat inaktivierte Saccharase 
mit der Zeit von selbst wieder aktiv wird, auch ohne dai} man das Metall 

1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 
der auch an dieser Stelle ergebenst gedankt sei. 

2 Diese Zeitschr. 17, 156, 1909; 76, 275, 1916; 104, 316, 1920; 128, 
89, 1922; 181, 194, 1927. 

3 Sv. Ark. Kemi 8, 32, 1923. 

4 Ark. f. Kemi 7, Nr. 27, 1920; Fermentforschung 3 u. 4, 1920 u. 1921. 
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dem Ferment wieder entzieht. Elektrometrisch wurde gezeigt, dal 
durch Zusatz von Enzymlésung zu verdiinnten Silbernitratlésungen die 
Konzentration der freien Silberionen sehr stark vermindert wird. Ahn- 
liches fand sich bei anderen Metallen. 

Schon friiher wurde versucht, neben den qualitativen Betrachtungen 
auch quantitative Erwagungen iiber die den Fermentwirkungen zu- 
grunde liegenden Gruppierungen anzustellen. Jedoch fehlten  bisher 
gewisse Voraussetzungen. Ich glaube nun, daB man die Versuche so 
anordnen kann, daB8 dieser Punkt sich beantworten laBt. Es wird sich 
zeigen, daB man bis zu einem gewissen Grade die Wirkungsgruppen 
der Fermente titrimetrisch erfassen kann. Man mu davon ausgehen, 
wieviel komplexbildende Substanz notwendig ist, um eine bestimmte 
Fermentleistung zu reaktivieren. Die Verhaltnisse liegen ahnlich wie 
bei der von O. Warburg angewandten Methode, mit welcher er den von 
einem Oxydationsferment tibertragenen Sauerstoff bestimmte. Warburg! 
ermittelte, wieviel Methylenblau Sauerstoff abgeben muB, um dem 
Ferment den notwendigen Sauerstoff zuzufiihren. 

In dieser Arbeit werden quantitative Ermittlungen vorgenommen, 
wieviel Metall notwendig ist, um die wirksame Fermentgruppe zu 
sperren, so daB ihre Leistungsfahigkeit genau meBbar herabgesetzt wird. 
Durch Vergleich der verschiedenen Metalle wird es méglich sein, die 
Reaktionsunterschiede der Metalle gegeniiber anderen Substanzen in 
Analogie mit ihrer Reaktionsfihigkeit gegeniiber Enzymen zu bringen. 

Wahrend die Messung der notwendigen Metallmenge allein noch 
etwas vieldeutig ist, wird die Berechnung dadurch eindeutiger, dab 
gleichzeitig die Menge eines Komplexbildners festgelegt ist, die zur 
Verhiitung der Giftwirkung des Metalles auf das Ferment notwendig ist. 

Eine Schwierigkeit bei der Beurteilung der quantitativen Ver- 
haltnisse ergibt sich aus der Méglichkeit, daB Begleitstoffe Metall be- 
anspruchen kénnten. Da das nicht auszuschlieBen ist, sind die fest- 
gestellten Zahlen nur als Maximalzahlen zu werten. Man kénnte daran 
denken, mit kristallisierten Fermenten, wie z. B. mit der Sumnerschen 
Urease, derartige Versuche anzustellen, weil man so vielleicht Begleit- 
stoffe leichter fernhalten kann. Das ist aber auch dann, wenn man ge- 
nigende Mengen reinen Fermentmaterials zur Verfiigung hat, nicht 
ohne weiteres zu empfehlen, weil, wie z. B. aus den wichtigen Versuchen 
von Sumner und Myrbdck? hervorgeht, es bei der enormen Metall- 
empfindlichkeit der Urease kaum méglich ist, das kristallisierte Ferment 
wihrend des Versuches hinreichend metallfrei zu halten. Fiir den ent- 
scheidenden Punkt wird aber durch AusschlieBung von Begleitstoffen 
endgiiltig deswegen nichts gewonnen, weil ja in dem groben Eiweib- 

1 Diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 218, 1930. 








m 
wi 


eb 


au 
Zv 
Fe 
Za 
hi 


du 
au 
ge 
fes 


sal 
rin 


Ef 


die 
da 
vol 
au 
Da 
hei 
etv 
ist. 
erk 


ma 


res 
Vie 
kor 
der 
din 


Ver 
Met 
nicl 
pru 
geh 








nh 








Wirkungen der Metalle auf Fermente. 213 


molekiil auch an fermentativ bedeutungslosen Stellen Metall ebenso 
wie von den Begleitstoffen gebunden werden kann. Fiir die vorliegende 
Fragestellung sind fermentativ indifferente Anteile des Gesamtmolekiils 
eben auch Begleitstoffe des Enzyms. 

Eine sichere, experimentelle Grundlage kann man sich beschaffen, 
wenn man von einem kiuflichen, konstanten Jackbean-Ureasepraparat 
ausgeht und zunichst genau die Metallbeimengung ermittelt. Zu diesem 
Zwecke wurde die geringste Cyankaliummenge bestimmt, welche das 
Fermentpraparat zur héchsten Wirksamkeit bringt. Die so gewonnene 
Zahl hat sich als eine konstante und durch die ganze Versuchsreihe 
hindurch reproduzierbare GréBe erwiesen. 

Fiigt man nun zu diesem Fermentsystem, dessen Metallbeimengung 
durch Cyankalium vollkommen, aber ohne nennenswerten UberschuB 
ausgeglichen ist, was innerhalb unerheblicher Fehlergrenzen durchaus 
gelingt, Metall hinzu, so kann man eine Reihe von Werten einwandfrei 
feststellen. 

Einmal 1laBt sich die Metallmenge ermitteln, bei welcher die ge- 
samte Fermentwirkung ausgeschaltet wird. Ferner laBt sich die ge- 
ringste Metallmenge festlegen, welche auf das System einen sichtbaren 
Effekt ausiibt. 

Bei diesen Untersuchungen wurde auch eine Beobachtung gemacht, 
die mit friiher von mir erhobenen Befunden vergleichbar ist. \Wir fanden, 
daB man die Urease mit Kupfer zwar sehr weitgehend, aber nicht ganz 
volilstandig vergiften kann. Ein bestimmter, unzweifelhafter, wenn 
auch geringer Fermentrest bleibt von der Kupfervergiftung unberihrt. 
Das laBt sich unter AusschluB aller Fehlerquellen mit voller Bestimmt- 
heit feststellen. Dieser Fermentrest entspricht in seiner GréBenordnung 
etwa der Fermentmenge, welche im Ausgangsmaterial bereits aktiv 
ist, also ohne Zusatz von Komplexbildnern nachweisbar ist. Vielleicht 
erklart sich das so, daB auch die Metallbeimengung des Ausgangs- 
materials aus Kupfer besteht. 

Worauf die Existenz des von Kupfer unangreifbaren Ferment- 
restes beruht, laBt sich wohl kaum mit voller Sicherheit entscheiden. 
Vielleicht ist die Reaktion zwischen Urease und Kupfer immer unvoll- 
kommen, vielleicht gibt es verschiedene Fermentmodifikationen, von 
denen die eine mit Kupfer nicht oder nur unter besonderen Be- 
dingungen reagiert!. 


! Diese Frage bedarf noch weiterer Bearbeitung. Friiher haben wir 
Versuche angestellt. welchen EinfluB die Reaktion auf die Bindung des 
Metalles hat. Vorlaufig haben wir bei den neuen Versuchen die Reaktion 
nicht variiert. Denn da fiir Vergleichszwecke die Reaktion bei der Ferment - 
priifung stets gleich und optimal sein mub, wird der Effekt einer voraus- 
gehenden Reaktionsveranderung uniibersichtlich. 
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Unsere friiheren Versuche iiber die Metallvergiftung der Urease waren 
zum groBten Teile mit der Urease der Sojabohne angestellt. Dabei erhielten 
wir zum Teil andere Resultate als jetzt bei der Jackbean-Urease. Wis 
wollen aber nicht behaupten, daB dieser Unterschied auf einer Verschieden 
heit der beiden Ureasen beruht. Dazu war die Ubereinstimmung der Ver 
suchsanordnungen nicht ausreichend. 

Als Erginzung friiherer Studien habe ich den Kreis der Komplex- 
bildner, welche vor Metallvergiftungen schiitzen oder die vergiftete 
Urease reaktivieren, erweitert. Schon in der Arbeit von Hata wurde 
1909 gezeigt, daB mit Schwefelwasserstoff die Reaktivierung von metall- 
vergifteten Fermenten gelingt. Jetzt wird, nach Analogie von Literatur- 
angaben fiir andere Fermente auch fiir die Urease gezeigt, daB die 
Aktivierung der Jackbean-Urease mit Cystein und mit Thioglykolsaure 
gelingt. Daneben stellten wir die Wirksamkeit des Pyrophosphats als 
Komplexbildner bei der Metallvergiftung der Urease fest. Das positive 
Ergebnis ist, abgesehen von der Abrundung der Beobachtungen, auch 
methodisch von Wert. 

SchlieBlich haben wir untersucht, wie fest die Metallbindung an 
die Urease ist. Wir haben uns gefragt, ob sie durch Dialyse lésbar ist. 
Das ist nicht der Fall. 

Methodik. 

Alle Versuche wurden mit derselben Charge eines Jackbean-Praparates 
der Firma Arlington u. Co. vorgenommen. Es wurde die native Wirksamkeit 
des Praparates bei den noch zu schildernden immer festgehaltenen Versuchs- 
bedingungen festgestellt, sodann die geringste Cyankaliummenge ermittelt, 
welche geniigt, um mit Sicherheit das Praparat maximal zu aktivieren. 
Will man diese Sicherheit voll erreichen, so ist nicht zu vermeiden, daB ein 
minimaler CyankaliumiiberschuB vorhanden ist, der aber die Exaktheit 
nicht beeintrachtigt, da iiberall vollkommen vergleichbare Bedingungen 
gegeben sind. 

Es wurden fiir alle Versuche dieser Reihe je 120 mg Ureasepriparat in 
90 cem m/3 Phosphatgemisch (pq 7,0) gelést, dazu wurden 2 ccm einer 
Lésung von 150 mg Cyankalium in 100 cem desselben Phosphatgemisches 
gefiigt. Wir erhielten also eine Lésung von 120 mg Urease und 3 mg Cyan- 
kalium in 92 ccm Phosphatgemisch. 

Von diesem Gemisch, in dem also immer eine konstante Beziehung 
zwischen Ferment und Cyankalium bestand, kamen in jeder Versuchsprobe 
je 10cem zur Verwendung (also 13 mg Ureasepraparat + 0.33 mg Cyan- 
kalium), dazu kamen die Metallsalze, im allgemeinen je 0 bis 0,7 bzw. 0 bis 
7cem in wiasseriger Lésung. Die Verdiinnungen wurden durch Wasser 
ausgeglichen. Zum SchluB kamen in jede Versuchsprobe je 20 cem einer 
2°,igen Harnstofflésung in m/3 Phosphatgemisch (py 7,0). 

In jeden Kolben wurden immer vor Einfiillung der anderen Versuchs- 
lésungen je 0,3cem Oktylalkohol zur Vermeidung des Schiumens und 
0.3cem Toluol zum Schutz gegen bakterielle St6érungen gebracht. 

Die Kolben kamen fiir 20 Stunden in den Brutschrank und wurden 
dann, ohne sie zu 6ffnen, durch Entfernung von Klemmen in eine Dampt- 
destillation eingeschaltet. Es wurde immer 25 Minuten destilliert. Nach 
SchluB der Destillation wurde die inn/10 Schwefelsaure aufgefangene Fliissig- 
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keit in der Vorlage zum Sieden erhitzt, um die aus dem Harnstoff abge- 
spaltene Kohlensaiure zu entfernen, und schlieBlich gegen n/10 Natron- 
lauge titriert. 

Als Metallsalze kamen zur Verwendung: 

1. Argentum nitricum kryst. zur Analyse (Kah/bawm),. 

2. Quecksilberchlorid (Sublimat) zur Analyse (AKahk/bawm),. 
3. Cuprum chloratum (bichlorat) purum cryst. (.Werck). 
Niccolum sulfuricum purissimum Nickelsulfat, reinst, kobaltfrei 
(Merck). 
5. Eisenchloridlésung, 1 cem 0.0L g Fe (Fraenkel und Landay). 
6. Zinksulfat .,AKahlbaum* zur Analyse. 
7. Essigsaures Blei ,,zur Analyse’ (Kahlbaum). 


> 


Im allgemeinen wurde von 1°/,,igen Lésungen ausgegangen. 

Neben den Versuchen mit Metallzusaétzen wurden Reihen ohne Metall 
angesetzt, bei denen die Fermentmenge variiert wurde. So konnte ermittelt 
werden, wieviel von der in den Hauptversuchen angewandten Ferment- 
menge notwendig ist, um den gesamten Harnstoff (0.4 g¢) in der Versuchs- 
zeit zu spalten. Daneben liefen Leerversuche ohne Ferment und Versuche, 
welche sicherstellten, daB8 Harnstoff nicht ohne Fermentzusatz durch die 
Metalle gespalten wird. 

Wir bestimmen die kleinste Menge Metall, welche notwendig ist, 
um die angewandte, aktivierte Fermentmenge vollstandig zu inakti- 
vieren. Verwandt wurde nicht die kleinste Fermentmenge, welche gerade 
zu der geforderten Leistung imstande ist, sondern es wurde immer die 
ungefihr 166° ige (1°/,fache) Fermentmenge angewandt. 

Die erforderlichen Metallmengen werden in Milligramm Metall bzw. 
mol. Metall ausgedriickt. Direkt vergleichbar sind nur die Werte 
fiir Quecksilber, Silber und Kupfer. Die Wirkungen des Nickels und 
Eisens sind zu schwach, um sie mit der Wirkung der obengenannten 
Metalle vergleichen zu kénnen. Blei und Zink waren fiir diese Versuche 
wegen ihrer Unwirksamkeit gegeniiber dem angewandten System un- 
geeignet. Vollkommen 1aBt sich der Vergleich nur fiir Silber und Queck- 
silber durchfiihren. Inwiefern beim Kupfer die Verhaltnisse ein wenig 
enders liegen, wird spiter besonders besprochen. 


Tabelle I. 


Vergleich der Giftdosen. 





mg Mol. 
Ag Sow Gid 2°16 6° 0 <--'s 0.44 2.21 1000 
Hg a ae ee ce eee ee 0,25 2,31 1000 
a a re 0,11 1,7 */,000 


Wir berechnen nunmehr die kleinste Metallmenge, welche auf unser 
aktiviertes Ferment-Substratsystem iiberhaupt eine Wirkung ausiibt. 
Fiir diese Berechnung kommen die Metalle Quecksilber, Kupfer, Nickel, 
Silber und Eisen in Betracht. 
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Tabelle II. 


Kleinste wirksame Dosis. 





mg Mol. 
ee eee 0,907 3,01/1 00000 
ee ee eee 0,019 3,0 1/10 000 
| Rae ae 0,02 3,0 so 000 
Cs leteee te 0,19 1,7 */,000 
ke ea a ee ee 59 9 ‘ 10 


Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daB 1. die Giftwirkung des Queck- 
silbers und Silbers gleich ist, 2. Kupfer deutlich giftiger als Quecksilber 
und Silber ist, wobei allerdings die GréBenordnung die gleiche bleibt. 

Diese Behauptungen gelten aber nur, wenn wir unter Giftwirkung 
die Wirkung verstehen, welche geeignet ist, die ganze Fermentwirkung 
auszuschalten. 

Durch Kupfer gelingt es nicht, den letzten Fermentrest unwirksam 
zu machen. Aber auch dann, wenn man den besonderen Bedingungen 
der Kupfervergiftung, auf die wir noch zuriickkommen, Rechnung tragt, 
bleibt die Uberlegenheit des Kupfers bestehen. 

Eine neue Erkenntnis ergibt sich, wenn man die Metallmengen 
(Tabelle II) vergleicht, welche notwendig sind, um eine deutliche (etwa 
10 bis 20°.) Verminderung der Fermentwirksamkeit zu erreichen, also 
die Metallmengen bestimmt, welche den ersten, deutlichen Gifteffekt 
kennzeichnen. Hier nimmt Quecksilber eine Sonderstellung ein, indem 
schon kleinste Mengen dieses Metalls die Fermentwirkung abschwachen. 
Dann folgen Kupfer und Nickel, dicht dahinter Silber und erst in weitem 
Abstande Eisen. 

Fir Quecksilber, Kupfer, Nickel und Eisen konnten unmittelbar 
vergleichbare Wirkungen (Abnahmen von 5,5 bis 11,0°,) herangezogen 
werden. Nur das Silber fallt mit 24°, aus der Reihe, weil hier ein sehr 
jaher Ubergang von Unwirksamkeit zu deutlicher Wirksamkeit beobachtet 
wurde (vgl. Versuchsprotokolle). 

DaB Blei und Zink in der gewahlten Versuchsanordnung gegenitiber 
der Jackbean-Urease sich als unwirksam erwiesen, wurde schon hervor- 
gehoben. 

Aus den Metallmengen, welche giftig wirken, laBt sich dann ohne 
weiteres die entsprechende Cyankaliummenge berechnen. So erhalten 
wir Zahlen, welche direkt zu der Quantitét der fiir eine bestimmte 
Fermentwirkung anzunehmenden wirksamen Gruppe in Beziehung 


stehen. 

Was nun speziell das Kupfer angeht, so ist zu sagen, daB nur soviel 
Ferment durch dieses Metall inaktiviert wird, daB 95°, der Wirkung 
verschwindet. Die Protokolle zeigen, daB 0,1 mg des verwandten 
Kupfersalzes 58,4°,, 0,2 mg 85,4°, der Fermentwirkung inaktiviert, 
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bei 0,3 mg wird 94,5°, inaktiviert, dann ist bis 0,7 mg keine Steigerung 
mehr zu erreichen. Es besteht also ohne Zweifel ein kupferresistenter 
Fermentanteil. 

Aus mehreren Griinden haben wir Versuche mit Reaktivatoren 
gemacht, die wir bisher bei der Urease noch nicht verwandt hatten. 
Einmal ist es theoretisch wichtig, den Bereich des einzelnen Reaktivators 
zu kennen, wie wir friiher bei der Priifung der Aminosaiuren gesehen 
haben. Insbesondere sollte untersucht werden, ob bei Dialyseversuchen 
Pyrophosphat als Reaktivator benutzt werden kénnte. Mit positivem 
Erfolge wurde Pyrophosphat, Cystein und Thioglykolsiure untersucht. 


Versuch (Pyrophosphat). 





Zu 10 cem = 5 mg Ferment wird Von dem vorhandenen Harnstoff 
zugesetzt: Na-Pyrophosphat wird gespalten in °/5 
2,3 
10 cem 100 mg 31,0 
a, =e, 54,5 
5, 500 , 79,8 


Versuch (Pyrophosphat). 
Probe A: 80mg Ferment und 0,48 g Na-Pyrophosphat werden in 120 cem 
Puffer gelést ; Probe B: 80 mg Ferment und 0,96 g Na-Pyrophosphat werden 
in 120cem Puffer gelést. A und B unterscheiden sich also dadurch, dab 
bei B auf die gleiche Menge Ferment die doppelte Pyrophosphatmenge wie 
bei A kommt. 





Harnstoff in % 9 


A B 
4 com 2.7 mg Ferment 3,1 5,9 
i . 6,75 .. ‘ 11,5 7,4 
» . 13,5 , o 26,9 46,7 
ao, =F - i 65,4 90,9 


Versuch (Cystein). 
Zu je 13 mg Urease kommt Cysteinhydrochlorid: 
Cysteinhydrochlorid . 0 2 3 5 10 20 30° mg 
Harnstoffspaltung . . 8,1 10,0 11,5 14.4 47,5 81,6 9 87,85 


Versuch (Thioglykolsiure). 


Zu je 13 mg Urease kommt Thioglykolséure. 





0.005 0,02 04 
41.3 $2.5 100,0 


=~) 


Thioglykolsaure cem bk ol 
Harnstoffspaltung in®,... . if 


Pyrophosphat, Cystein und Thioglykolsiure sind demnach im- 
stande, die Jackbean-Urease zu reaktivieren. Da vermutlich das Begleit- 
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metall unseres Praparates Kupfer ist, so ist das auch verstandlich. Wenn 
wir uns an die Wirkungen erinnern, die wir friiher mit Aminosauren, 
insbesondere mit Histidin, erzielt haben, so ist eine Sonderstellung des 
Cysteins nicht erkennbar. Am geeignetsten von allen von mir unter- 
suchten Reaktivatoren bleibt jedenfalls das Cyankalium. 

Es kann nunmehr wohl als sicher gelten, daB das Metall mit dem 
Ferment direkt in Reaktion tritt. Die Art der Bindung ist noch zu klaren. 
Durch Reaktionskurven gewinnt man nur bis zu einem gewissen Grade 
von Wahrscheinlichkeit einen Einblick, ob die Reaktion mehr nach 
einer Adsorption des Metalls an das Ferment oder nach einer chemi- 
schen Bindung aussieht. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Dialyseversuche an- 
gestellt, um zu priifen, ob man auf diesem Wege das Ferment vom Metall 
befreien kann. Diese Frage laBt sich experimentell nach mehreren Rich- 
tungen angreifen. Einmal kann man versuchen, die Metalleinwirkung 
auf das Ferment zu beseitigen, indem man die Lésung des Ferment- 
priparates ohne besondere Zusitze dialysiert. Wiirde keine Bindung 
des Metalls an das Ferment bzw. an den kolloiden Fermenttrager be- 
stehen, so miiBte das Metall durch Dialyse entfernt werden und das 
Ferment aktiver werden. Das ist nicht der Fall, bei diesem Vorgehen 
wird das Ferment nicht aktiver. Es wird auch nicht etwa zerstért oder 
im inaktiven Zustande durch Dialyse entfernt. Denn nach SchluB der 
Dialyse kann man das Ferment durch einen Reaktivator vom Metall 
befreien und zu voller Wirksamkeit bringen. 

Nun haben wir weiter versucht, ob man das Metall entfernen kann, 
wenn man die Fermentmetallverbindungen in Gegenwart von Reak- 
tivatoren dialysiert. Diese Versuche miissen mit einer gewissen Vorsicht 
ausgefiihrt werden. Wenn man in den Dialysierschlauch ein mit Metall 
vergiftetes Ferment zusammen mit einem groBen UberschuB von Cyan- 
kalium bringt, so ist das Ferment nach griindlicher Dialyse voll aktiv. 
Das beweist aber nicht die Entfernung des Metalls durch Dialyse der Blau- 
siureverbindung des Metalls. Denn Cyankalium wird nur sehr langsam 
durch Dialyse entfernt. Da schon geringe Mengen zur Aktivierung 
ausreichen, sind derartige Versuche nicht beweisend. Ahnliche Er- 
fahrungen hat Lohmann! gemacht, er berichtet, daB bei Versuchen 
iiber Metallvergiftung von Ferment oder Coferment durch Dialyse eine 
Entscheidung nicht méglich war, da die Lésung nicht durch Dialyse 
evankaliumfrei wurde. 

Klarere Resultate als mit Cvankalium erhielten wir bei Versuchen 
mit Pyrophosphat. Wenn man Fermentlésungen ohne Zusatz dialysiert, 
so nehmen sie gegeniiber der Kontrolle etwas an Wirksamkeit ab. Setzt 


1 Diese Zeitschr. 254, 349, 1932. 
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man Pyrophosphat hinzu, so ergibt sich zwar nur eine geringe, aber 
auBerhalb der Fehlerquellen liegende Reaktivierung des Fermentes, 
Dabei bleibt es noch unentschieden, ob das Pyrophosphat das Metall 
durch Dialyse entfernt oder ob sich etwas Pyrophosphat an das kolloid- 
gebundene Metall anlagert und so einen Teil des Fermentes reaktiviert. 
Jedenfalls sprechen diese Versuche dafiir, daB das an das Ferment ge- 
bundene Metall imstande ist, sich mit Pyrophosphat zu verbinden. 
Denn wenn das nicht der Fall ware, mite das Pyrophosphat durch 
Dialyse verschwinden und die Einwirkung des Metalls auf das Ferment 
unverandert bestehen bleiben. 

Alle Dialyseversuche wurden in Pergamenthiilsen von Schleiches 
und Schill ausgefiihrt. Innen- und Aufenfliissigkeit war immer m 3 
Phosphatgemisch (py 7,0). In den Schlauch kamen stets je 30 cem. Es 
wurden immer 80 mg Ferment in 60 cem Phosphatlésung gelést, 30 ccm 
davon dienten zur Kontrolle. Dialysiert wurde 24 Stunden gegen 110 com 
Phosphatgemisch, wahrend des Tages wurde stiindlich gewechselt, 
Nachts wurde die AuBenlésung nicht gewechselt. Die einzelnen Versuchs- 
proben der Hauptversuche und der Kontrollen wurden mit je 10 cem 
angestellt. 

Versuch. 

Wir geben zunachst ein Versuchsbeispiel, bei dem zu den 30 cem 0.3 ¢ 
Natriumpyrophosphat in die Hiilse gebracht werden, das Salz lost sich nur 
unvollkommen. Nach SchluB der Dialyse wurden gepriift : 


10cem Schlauchinhalt . . . . . . . . . 21,3°, Harnstofispaltung 
Oe 46 *» - 50mg Cyankalium . 100 

10 .,  Kontrolle er. eee ee 

im sy es + 50mg Cyankalium . . 94,8 


Versuch. 


In diesem Versuch wurden in 30cem Fermentlésung 150 mg Cyan- 
kalium gelést (Schlauchinhalt). 


10cem Schlauchinhalt . . 2... . . . . 100,0°, Harnstoffspaltung 
i ,, " 50mg Cyankalium = 96,9° 
ee. ea 6,2° 
me «ws = + 50mg Cyankalium . . 95,35 


Versuch. 


In einem anderen Versuch wurden 6 mg Sublimat in 60 ccm Ferment- 
puffergemisch gelést. Der entstandene Niederschlag wird Ofters durch 
Schiitteln verteilt. Wiederum kommen 30 cem zur Dialyse, der Rest dient 
als Kontrolle. 


l0cem Schlauchinhalt . . 2... 2... 08°, Harnstoffspaltung 
10. ,, ae 50mg Cyankalium 93 
10 ,, Hontrolle.... re 


es re + 50mg Cyankalium. . . 70,1° 
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Ergiinzung zu den Versuchsprotokollen. 


1. Bestimmung der fiir das gewihlte Fermentsubstratsystem not- 
wendigen Cyankaliummenge. Bei einem Zusatz von 0,17 mg Cyankalium 
zu 13mg Urease wurden gespalten 61,4°, Harnstoff, von 0,33 mg Cyan- 
kalium zu 13 mg Urease wurden gespalten 100°, Harnstoff. 

2. Bestimmung der Wirkung der Urease ohne Zusatz. Ohne Cyan- 
kalium wurden gespalten 


bei 4mg Urease 0,8°, Harnstoff 


20 ,, és 11,9% 
40, os 37,3 % Ea 
3. Bei Zusatz von 0,33 mg Cyankalium zu 13 mg Urease 10 cem 


wurden gespalten von 
4cem Urease 50,7°, Harnstoff 
6 » 99 LOO, . 
Tabelle der Giftdosen der Metallverbindungen, welche den 
Berechnungen zugrunde liegen. 
Die Harnstoffmenge, welche in Abwesenheit von Metallverbindungen 
durch das Fermentsystem gespalten wird, wird 100°, gesetzt. Die 
Tabelle gibt Prozentzahlen bei Gegenwart von Metallverbindungen. 








mg: 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0.07 
Kupferbichlorid ..... 100 100 100 100 92,9 | 82,7 | 73,2 
Quecksilbersublimat. . . . 84,3; 73,9) 64,9) 56,7; 52,2 | 42,5 | 37,4 
Silbernitrat ere _ _ - — —_ 
Nickelsulfat ....... — — _ —— — - - 
mg: 0,1 0,2 03 O04 0.5 06 O7 
Kupferbichlorid .... . 414 149 5,5 6.2 5D 5.5 4.7 
Quecksilbersublimat . . . . 2955 168 5,6 4,0 3,2 1.6 2,2 
Silbernitrat ....... }}100 100 76.8 0.8 0 
Nickelsulfat ....... 88.9 70,8 | 62.2 583 | 55,1 | 51,2 | 48,8 


Bei Eisen wurden in Gegenwart von 60mg Eisen noch 92,7°,, in 
Gegenwart von 70mg Eisen 77,4°, Harnstoff gespalten. 


Zinksulfat und essigsaures Blei hemmten bei 0,7 mg der Salze nicht. 


Aktivator und Reaktivator. 

Die bei der Urease vorliegenden Aktivierungsméglichkeiten habe 
ich friiher so formuliert!, da8 das Ferment entweder durch Anlagerung 
von Komplexbildnern wie Cyankalium wirksamer wird oder daB der 
Komplexbildner die mit ihm reagierende Gruppe (Metall) von dem 
Ferment lést. Die weitere Entwicklung schien dann fiir die zweite 
Méglichkeit sich zu entscheiden. Sumner stellte hochwirksame, nicht 


1 Diese Zeitschr. IS1, 194, 1927. 
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mehr aktivierbare Ureasekristalle dar, Minch! sprach sich auf Grund 
kinetischer Untersuchungen fiir die zweite Méglichkeit aus, Arebs* 
zeigte die groBe Rolle von Metallbeimengungen in Fermenten und 
Substraten. 

Endgiiltig ist die Frage nicht entschieden. Ich hatte zunachst fiir 
die Soja-Urease? und spiter fiir die Jackbean-Urease* gezeigt, dal 
Acetaldehydeyanhydrin sehr stark aktiviert. Das gewinnt jetzt an 
Interesse, da S. Salaskin und L. Solowjew® sowie Waldschmidt-Leitz, 
Scharikova und Schaffner® fiir die Sulfhydrilgruppen annehmen, dal sie 
in Verbindung mit Eisen intensiver Fermente aktivieren als allein. 
Vielleicht ist auch bei der Urease der Komplexbildner, der durch 
Vermittlung einer anderen Substanz an das Ferment gebunden wird, 
wirksam. Das wiirde auch zu den Ergebnissen der Dialyseversuche 
passen. Doch bedarf es weiterer Beobachtungen. 

Erwahnt sei, daB wir vor langerer Zeit nicht ver6ffentlichte Versuche 
mit Cystin angestellt haben, die im Gegensatz zu den positiven Cystein- 
versuchen keine Ergebnisse lieferten. Mit der Thioglykolsiure hatten 
wir positive Befunde. Ob sie in allen Dosen aktiviert oder in gréBeren 
Dosen ohne aktivierende Wirkung ist, bedarf noch weiterer Priifung. 

Ferner soll in anschlieBenden Versuchen auf die Zeitverhaltnisse 
bei der Reaktivierung besonders geachtet werden. Friiher wurde von 
mir gefunden, daB diese Verhaltnisse bei den einzelnen Metallen nicht 
gleichartig liegen. DafS manche Metallverbindungen der Urease unter 
bestimmten Bedingungen noch nach Jahren aktivierbar sind, zeigt das 
Verhalten der Handelspraparate. Wahrscheinlich handelt es sich hier 
um Kupferverbindungen. 


Zusammentassung. 

Die Jackbean-Urease ist sehr empfindlich gegen Silber, Queck- 
silber und Kupfer. Es laBt sich zahlenmaBig festlegen, wieviel Metall 
notwendig ist, um bestimmte Fermenteinheiten zu inaktivieren. Die 
erhaltene Zahl liBt sich ohne weiteres auch durch den Cyankaliumwert 
ersetzen, der fiir die Reaktivierung des Fermentes notwendig ist. 

Silber und Quecksilber sind gleich giftig, Kupfer etwas giftiger. 

Bei der Vergiftung mit Kupfer bleibt ein kleiner, aber sicherer 
Fermentrest unberiihrt. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 241, 1930. 
* Diese Zeitschr. 220, 289, 1930. 

3 Ebenda 85, 358, 1918; 87, 129, 1918. 

‘ Ebenda 181, 194, 1927. 

> Ebenda 250, 503, 1932. 

6 Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 75, 1933. 
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Besonders wurde die kleinste Metallmenge ermittelt, bei welcher 
bereits eine deutliche Abnahme der Fermentleistung zu erkennen ist. 
Hier ist Quecksilber am wirksamsten, dann folgen Kupfer und Nickel, 
dann folgt erst Silber, schlieBlich Eisen. 

Cystein, Thioglykolsiure und Pyrophosphat aktivieren die Jackbean- 
Urease. 

Durch Dialyse allein wird die Urease nicht aktiviert. Dialysiert 
man die Urease in Gegenwart von Pyrophosphat, so erfolgt eine geringe, 
aber sichere Aktivierung. Ob das Pyrophosphat das Metall vom Ferment 
lést und so zur Dialyse geeignet macht, oder sich an das kolloidgebundene 
Ferment anlagert, ist nicht entschieden. Da an und fiir sich das an 
das Ferment gebundene Metall bei der Dialyse am Ferment bleibt, geht 
auch daraus hervor, daB die Reaktivierung des Fermentes nach AbschluB 
der Dialyse ohne weiteres gelingt. 

Sicher ist, daB die Reaktivatoren die Urease durch Ablésung des 
Metalls vom Ferment aktivieren. Daneben ware aber auch noch eine 
Anlagerung des Komplexbildners an die Metall-Fermentverbindung 
moéglich. Doch ist die Existenz dieses zweiten Vorganges nicht sicher. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nicht ionisierende Substanzen. 


V. Mitteilung: 
Einflu8 von organischen Halogenverbindungen mit einer hydrophilen Gruppe 
auf die Schrumpfung von Kollagen; Einflu®B der Kettenlinge organischer 
Verbindungen mit einer hydrophilen Gruppe auf die Schrumpfung von 
Kollagen?, 


Von 
J. R. Katz und A. Weidinger. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 9. Januar 1933.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


A. Organische Halogenverbindungen, 
1. EinflugB der Anzahl Halogenatome im Molekiil. 


Verglichen wurde Na-Acetat mit den Natriumsalzen von Mono-, 
Di- und Trichloressigsiure; und Athylalkohol mit f-Chlorathylalkohol 
(Athylenchlorhydrin) und mit Trichlorathylalkohol. Gefunden wurde, 
daB die schrumpfungsférdernde Wirkung um so starker ist, je groper div 
Anzahl Halogenatome im Molekiil. Abb. 1 vereinigt diese Ergebnisse, 
wobei die Acetate mit gew6hnlichen Linien, die Alkohole mit ge- 
strichelten Linien gezeichnet worden sind. 

Dabei zeigen sich sowohl nicht ionisierende wie ionisierende Substanzen 
schrumpfungsfordernd, falls sie eine geniigende Anzahl Chloratome im 
Molekii] enthalten. Wahrend bei der Starke nur kleine Unterschiede 
in der relativen Intensitat vorkommen, sind beim Kollagen die Unter- 
schiede zwischen nicht ionisierenden und ionisierenden Verbindungen 
nicht unerheblich?. Interessant ist auch die Vergleichung der Kurven 
der Trichlorverbindungen. 

Trichloracetat ist bedeutend starker schrumpfungsfordernd als Tri- 
chlorathylalkohol. Chloralhydrat halt die Mitte (Abb. 2). 


1 IV. Mitteilung, diese Zeitschr. 259, 191, 1933. 
2 Auffallig ist das starkere Fallen der Kurven der Acetate im Anfangs- 
teil der Kurven, verglichen mit den Alkoholen. 
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Abb. 1. Einflu®B der Anzahl Chloratome. 
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Abb. 2. Einflu8 von Trichlorverbindungen. 
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Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit den 
Aufladungen an der Grenzfliche Wasser—-Luft und — besonders 
Wasser—Quecksilber. Im _ letztgenannten Falle sind die Unter- 
schiede erheblich starker ausgesprochen: je mehr Chloratome, um so 
stiirkere negative Aufladung der Oberfliche. Das Chlor liegt daher 
in der Grenzschicht nach auBen gewandt, die hydrophile Gruppe 
nach der Wasserseite hin. 


KinfluB des Atomgewichts des Halogens. 
Untersucht wurden die Monohalogenacetate (NaQOC .CH, X), 
wo das Halogen Cl, Br oder J war. Ebenso wurden die §-Halogeniathyl- 


alkohole (OHCH,.CH,X) miteinander verglichen. Abb. 3  vereinigt 
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Abb. 3 


Einfluss von Monohalogenacetaten und von Monohalogenalkoholen: Einflufi des Atomgewichts 
des Halogens. 


diese Ergebnisse, wobei die Alkohole mit gestrichelten Linien  ge- 
zeichnet worden sind, die Acetate mit gewOhnlichen Linien. 
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Es zeigt sich, daB in aquimolarer Konzentration die Wirkung mit 
dem Atomgewicht des Halogens ansteigt : ionisierende und nicht ionisierende 
Substanzen sind beide wirksam. Die relative Intensitat der Wirkung 
von Chlor-, Brom- und Jodverbindungen ist wiederum sehr verschieden 
stark und liegt in ahnlicher Reihenfolge wie bei den Cl-, Br- und J-Ionen, 
auf welche recht auffallige Tatsache wir nochmals die Aufmerksamkeit 
lenken méchten. 

Analog hat man fiir die Aufladungen an der Grenzfliche Wasser 
Quecksilber bei organischen Halogenverbindungen die Reihenfolge 
Cl < Br < J gefunden. 


3. Vergleichung der Ergebnisse bei Kollagen mit denen bet Starke}, 

Die Kurven der vorher besehriebenen Substanzen liegen ahnlich 
wie bei der Starke. Nur ist die Wirkung manchmal etwas schwacher 
quellungsférdernd (man vergleiche die Monochlorverbindungen).  Viel- 
leicht wird das Halogen weniger stark von der quellbaren Substanz 
angezogen, was mit der geringeren Menge Sauerstoff im Molekiil zu- 
sammenhaingen kénnte. EiweiBkérper enthalten bekanntlich 21 bis 
24%, Sauerstoff (pro Trockensubstanz), Starke fast 50°, Sauerstoff. 
Auf diese Frage kommen wir spater ausfiihrlich zuriick, wenn eine viel 
gréBere Anzahl Substanzen verglichen werden kann. 

Uberall sind es auch hier polar gebaute Molekiile, mit Dipolmoment. 
welche stark quellungsférdernd wirken; der eine Pol ist hydrophob, 
der andere hydrophil. 


B. Einflu®B der Kettenlinge. 
1. Normale aliphatische Verbindungen, 
‘Zur Untersuchung kamen: 


Die Natriumsalze der Monocarbonsduren: mit einem, zwei, drei, 
vier, sieben und neun Kohlenstoffatomen (Abb. 4, gew6hnliche Linien) 
Die Natriumsalze der Alkylsulfosduren: mit zwei, vier, sieben Kohlen- 
stoffatomen (Abb. 5, gewéhnliche Linien). Die Alkohole: mit zwei, drei 
und vier Kohlenstoffatomen (Abb. 6, gewéhnliche Linien). Die A/k‘y/- 
carbamate: mit zwei, drei und vier Kohlenstoffatomen des Alkyls (Abb. 7). 
Die zuerst genannten zwei Gruppen sind ionisiert; es wurde sorgfaltig 
auf das pu der Natriumsalze geachtet (6,7 bis 6,8), da Salze von schwachen 
Sauren hydrolytische Dissoziation aufweisen. Die zuletztgenannten 
zwei Gruppen sind nicht ionisiert. Alle soeben geannnten Verbindungen 
sind Derivate normaler Kohlenwasserstoffe. 


1 III. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 259, 76, 1933. 
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Abb. 4, Einflufi der Kettenlinge bei Natriumsalzen von Monocarbonsduren. 


stoffatome steigt bzw. mit der Lange 
der Kette. Das gilt sowohl fiir ioni- 
sierende wie fiir nicht ionisierende 
Substanzen. 


Es mag niitzlich sein, hier die langst 
bekannte Tatsache in Parallele zu stellen, 
daB Gelatine, Casein und andere Eiweib- 
kérper in wiasserigen Lésungen von 
Propyl- oder Butylalkohol — starker 
quellen als in reinem Wasser; obwohl 
sie in den wasserfreien Alkoholen iiber- 
haupt nicht quellen. Diese Tatsache hat 
langere Zeit als eine sehr schwer verstéand- 
liche gegolten. Im Lichte unserer jetzigen 
Untersuchungen ist sie aber leicht ver- 
standlich. Aus wasseriger Lésung werden 
diese Alkohole am Eiwei®kérper stark und 
polar adsorbiert, erhéhen dadurch dessen 
Hydrophilie: starkere Quellung. In 
wasserfreiemAlkohol fehlt eben dasWasser 
und damit die Grundlage der Wirkung. 
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Abb. 5. 
EinflubB der Kettenlinge bei Natrium- 
salzen von Sulfosiuren 
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Kin auffallig gutes Stimmen der T'raubeschen Regel! war nicht zu 
beobachten ; qualitativ-quantitativ stimmt sie eben mit dem oben erwahnten 
Ergebnis iiberein. Bekanntlich ist die Intensitat der Adsorption solcher 
Substanzen aus Aquimolekularen Lésungen um so starker, je gréBer 
die Kettenlinge ist. Bei wenig adsorbierter Substanz sollen die Ketten 
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Abb. 6. 
Einflu8 der Kettenlinge bei Alkoholen. 





flach auf der Oberflache des Ad- 
sorbens liegen; die Tvraubesche 
Regel soll nach Langmuir? eben 
Ausdruck dieses Flachliegens sein. 
Fiir jede CH,-Gruppe mehr wird 
ja dann die Adsorptionsenergie 
um einen konstanten Betrag er- 
héht. Bei gréBeren Mengen ad- 
sorbierter Substanz nehmen 
Frumkin u.a. an, daB die Ketten 
sich senkrecht zur Oberflache 
n-Propy!carbamat stellen. Die aktive Gruppe liegt in 
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0 OY 48 12 16 20 jedem Falle nach der Wasserseite 
Abb. 7. zu gerichtet, der Kohlenwasser- 


EinfluB der Kettenlinge bei Alkylearbamaten. stoffrest vom Wasser abgewandt. 


2. Aromatische Substanzen. 


Untersucht wurden an Benzolderivaten: Anilin®, Phenol*, benzoe- 
saures und benzolsulfosaures Natrium (Abb. 8). Manche Benzolderivate 
(Benzoat, Benzolsulfonat) wirken bei Kollagen starker als die ent- 
sprechenden normalen aliphatischen Verbindungen mit sechs Kohlen- 
stoffatomen, wie Abb. 4 und 5 lehren, in welcher die aromatischen 
Verbindungen gestrichelt gezeichnet sind; bei Phenol aber ist diese 

1 Fir die Traubesche Regel siehe die zusammenfassende Darstellung 
in H. Freundlichs WKapillarchemie, 3. Aufl., 1. Teil, S. 80, 255. 

2 IT. Langmuir, J. Amer. Chem. Soc. 39, 1883, 1917. 

3 Anilin, das nahezu nicht ionisiert ist, wurde bei pq = 6,7 bis 6,8 unter- 
sucht. 

4 Phenollésungen wurden mit NaOH auf py = 6,7 bis 6,8 gebracht. 
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stirkere Wirkung nicht deutlich (verglichen mit den normalen Alkoholen 
(s. Abb. 6). Die Benzolderivate mit einer Carboxylgruppe, einer Sulfo- 
siuregruppe, einer Hydroxylgruppe sind stark schrumpfungsférdernde 
Substanzen, soweit man sie in nicht zu groBber Konzentration untersucht 
Bei gréBeren Konzentrationen zeigen sie ausgesprochen die auch bei 
anderen quellungsférdernden Substanzen beobachtete Erscheinung: die 
Kurven steigen bei gréBerer Konzentration wieder an. Vielleicht macht 
sich da die dehydratisierende Wirkung neben dem Effekt der polaren 
Adsorption geltend. Auffallig ist aber bei Benzoat und Benzolsulfonat, 
daB dieses Wiederansteigen der Kurven bei viel kleinerer Konzen- 
tration anfangt, als sonst der Fall ist. 

Je linger die Kette, um so stairker ist auch bei den aromatischen 
Substanzen die schrumpfungsférdernde Wirkung. $-naphthalinsulfo- 
saures Natrium wirkt stirker als benzolsulfosaures Natrium (s. Abb. 5. 
gestrichelte Linien). Auch bei aliphatischen Seitenketten bestatigt sich 
diese Regel: phenylpropionsaures Natrium wirkt starker schrumpfungs- 
férdernd als benzoesaures Na- x 
trium, p-athylbenzolsulfosaures 
Natrium stirker als Natrium- 
benzolsulfonat (s. Abb. 4 und 5, 
die gestrichelten Linien). Die 
Erklarung ist ahnlich wie bei gg 
den rein aliphatischen Sub- 
stanzen. 








Na-benzoa 


" 64 1 
Die starkere Wirkung der aro- 
matischen Substanzen ver- 
glichen mit den aliphatischen 60 


ist vielleicht in eine Reihe zu stellen 
mit der bekannten, von P. Pfeiffer! 
hervorgehobenen Tatsache, dab sg 
aromatische Substanzen  starker 
als die entsprechenden aliphati- 
schen Verbindungen zu der Bil- — ¢ 
dung von organischen Molekiil- 
verbindungen neigen. Bei Starke z. Abb. we ; 

a ‘ A ~~ EinfluB von Benzolderivaten mit einer 
aber ist diese starkere Wirkung hydrophilen Gruppe. 
der Benzolderivate nicht so aus- 
gesprochen, wie wir in folgenden Abhandlungen dieser Reihe sehen werden 
(im Druck). Auch steigen dort die Kurven fiir Benzoat und fiir Benzol- 
sulfonat nicht bei so kleiner Konzentration wiederum an. 
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Zu erwihnen ist, daB die Benzolderivate mit einer hydrophilen Gruppe 
an der Grenzfliche Wasser — Luft und Wasser — Quecksilber stark und polar 
adsorbiert werden, und zwar oft — wie das Zeichen der Ladung lehrt 


1 P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen. 2. Aufl., 1927. Stutt- 
gart, F. Enke. 
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mit dem Benzolkern nach auBen, mit der hydrophilen Gruppe nach dem 
Wasser hin. Bei Phenol wurde es an der Grenzfliche Wasser — Quecksilbe1 
wahrscheinlich gemacht, daB das Molekiil umgekehrt liegt, also mit det 
Hvdroxylgruppe dem Quecksilber zugewandt. Die Lage des Phenols am 
Kollagen kénnte ahnlich sein; man denke an die starke Einwirkung von 
Phenolen auf Eiwei®k6érper. Auch bei den Eiwei®kérpern ist wahrscheinlich 
chemische Einwirkung des Phenols mit im Spiele (ahnlich wie sie Frumkin 
fiir die Quecksilberoberflaiche angenommen hat). 

Auffallig ist, daB Phenol beim Kollagen quellungsférdernd wirkt 
(die Schrumpfungstemperatur erniedrigt), wahrend Gelatinelésungen 
vom Phenol bekanntlich gefallt werden. Wahrscheinlich ist der Unter- 
schied so zu erkliren, daB im Kollagen die Micellen dicht gepackt liegen 
und durch Stiitzgewebe in ihrer Quellung beschrinkt werden, wahrend 
die Micellen in der Gelatine frei liegen und vielmals stirker hydratisiert 
sind}, 


> 


3. Vergleich der Ergebnisse bei Kollagen mit denen bei Starke. 


Auch bei den halogen- und schwefelfreien organischen Verbindungen 
mit einer hydrophilen Gruppe fallt es auf, daB die quellungsférdernde 
Wirkung oft schwicher ist als bei Starke —- wie bald aus dem Vergleich 
mit der betreffenden Arbeit an Starke (im Druck) klar werden wird. 
Bei Acetat und Butyrat ist es z. B. sehr deutlich, daB die Kurven bei 
Starke bedeutend niedriger liegen als bei Kollagen. Auch hier sind es 
wie in den friiheren Abhandlungen dieser Reihe —- wiederum Substanzen 
mit polar gebauten Molekiilen, Substanzen mit Dipolmoment, welche 
stark quellungsférdernd wirken; der eine Pol ist hydrophil, der andere 
hydrophob ?. 


Herrn J. F. Wienhoven méchten wir auch an dieser Stelle unseren Dank 
aussprechen fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung der in dieser Abhandlung 
beschriebenen Versuche. 


' Vielleicht mu8B man aber doch auch eine Strukturverschiedenheit der 
Micellen von Kollagen und von Gelatine in Betracht ziehen. 

* Uber die Wirkung lyotroper Substanzen auf das Gelatinieren und 
die Mutarotation von Gelatinesol siehe J. R. Katz u. J. F. Wienhoven, 
Rec. trav. chim. 52, 36, 1933; Collegium 1933, 8.75. Die Wirkung dieser 
Substanzen auf das Gelatinieren von Gelatine zeigt auffallige Parallelen 
mit dem hier beschriebenen EinfluB auf die Schrumpfung von Kollagen 
(siehe Collegium 1933, 8S. 85). 
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Uber die Kohlenhydrate und iiber den Kohlenhydratstoffwechsel 
der Laubblitter. 


Il. Mitteilung: 


Saccharose-Inversion nach Atherbehandlung yon Blittern (Tropiolum). 


Von 
H. Schroeder und F. Herrmann. 


(Aus dem botanischen Institut der Wiirttembergischen Landwirtschaftlichen 
Hochschule Hohenheim.) 


(Eingegangen am 11, Januar 1955.) 


Zu Schliissen iiber die Verteilung der Zucker innerhalb der Zelle 
beabsichtigten wir das von Chibnall! zur Trennung von gelésten Zellsaft- 
stoffen und Cytoplasma vorgeschlagene Verfahren der Atherbehandlung 
anzuwenden. Wir tauchten dazu Tropdolumblitter fiir kurze Zeit 
in Ather, lieBen sie etwas liegen und preBten sie bei einem Druck von 
155 at. aus. Der PreBriickstand wurde, allerdings erst nach langerer 
Zeit, mit Alkohol extrahiert. Im PreBsaft wie im Extrakt aus Riick- 
stand wurden nach Reinigen reduzierende Zucker (nach Schoorl als 
Hexosen) und Saccharose bestimmt. Daneben wurde gleichzeitig ge- 
erntetes Material ohne Pressen und ohne Atherisieren extrahiert, ge- 
reinigt und Hexosen- und Saccharosegehalt gemessen?. (Siehe Tabelle I; 
die Werte bedeuten Milligramm Zucker im Gesamtmaterial.) 

Vorausgesetzt, in Serie 1 sei vor dem Atherisieren das Verhaltnis 
der Zucker das gleiche gewesen wie in Serie 2, waren in Serie 1 zu 
erwarten 1155 mg Invertzucker aus Saccharose und 761 mg Hexosen. 
Gefunden wurden 908 mg Invertzucker und 1008 mg Hexosen, also 
zu wenig bzw. zu viel 247 mg oder 21 °, des urspriinglichen Saccharose- 


gehaltes. 


L Chibnall, J. of biol. Chem. 55, 333, 1923. 
2 Fiir die Methodik ist unsere erste Mitteilung (diese Zeitschr. 235, 
407, 1931) nachzusehen. 
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Tabelle IL. 
(Tropaolumblatter.) Ernte: 7. September 1931, 14 Uhr 15 Minuten bis 
14 Uhr 30 Minuten. Frischgewicht: 70g. Wassergehalt: 80.5°,,. 





Gesamtzucker 
Ges: m 10 ~catert - 
jesamt Sialliaonnt gleich 100 gesetzt: 








zucker “ ‘Lar, *| Hexosen |——— salictieihiaiddipieanns 
als Hexosen “nvertzucker) tacit 
Hexosen als Invert- 
mg mg | mg zucker 
Prebsaft 1557 820 (863) 694 44.6 55,4 
Extrakt 
Serie 1 apt or ‘ ~ F — » 
ae Riackstand 359 43 (45) 314 87,5 12,5 
(atherisiert) ; 
Summe 
(Gesamt- 
material) 1916 863 (908) 1008 52.6 47.4 
Serie 2 
(Kontrolle) Extrakt 1863 1067 (1123) 740 39,7 60,3 
Serie 1 
(Summe) 
in % 
von Serie 2 102,8 °,, 80,9 °,, 136,2 °,, 


* Die eingeklammerten Werte sind in allen Tabellen die der Saccharose entsprechenden 
Invertzuckermengen. 

Von einer Erérterung der Deutungsméglichkeiten darf abgesehen 
werden, da die nichstliegende Erklarung einer Saccharose-inversion im 
atherisierten Material sich als zutreffend erwiesen hat. 

In einem zweiten Versuch unterblieb das Pressen. Von gleich- 
zeitig geernteten Blattern wurde eine Portion (Serie 1) sofort extrahiert, 
die zweite (Serie 2) zuerst kurze Zeit in Ather getaucht, dann eine 
Stunde ausgebreitet und danach wie die erste weiterbehandelt 
(Tabelle IT). 

Tabelle II. 
(Tropdiolumblatter.) Ernte: 15. Oktober 1931, 11 Uhr. Frischgewicht : 81,2 g, 
Wassergehalt: nicht bestimmt. 








ms 2 ¢ x = Gesamtzucker 
Se os, 5 s 63 gleich 
Sz sacs S S| ®t 100 gesetzt : 
S2 4e52 ae ae 
== = Es 5 $ = Ze = Zt 
3S Sess. 4 “= = S 
Z we ZZEE g2°2) Ss 2 |@ 
s4 “3 se8e,/ 73 & 4 
o = ™ 2 © 
mg mg mg f= & me = # 
Serie 1 
(Kontrolle) 1776 960 (1011) © 935 97 765 43,1 56,9 
Serie 2 
(atherisiert) 1748 376 (394) 362 97 13854 77,5 22,5 40 


Werte der 
Serie 2 in °,, 

derjenigen 

von Serie 1 98,4°, 39 % 38.8% at '% 
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Die Ubereinstimmung der Gesamtzuckermenge in beiden Serien 
schlieBt Zuckerzerstérung aus. Die Saccharoseabnahme und Hexosen- 
zunahme erreichen, infolge des einstiindigen Zuwartens, ein bedeutendes 
AusmaB. Nach der gleichen Berechnung wie im ersten Versuch ergibt 
sich in den atherisierten Blattern ein Saccharosemangel und ein Hexose- 
iiberschuB von rund 600 mg oder eine Saccharoseabnahme von 60°,. 

Erklirungen fiir die damit bewiesene Rohrzuckerinversion im 
atherisierten Material werden davon auszugehen haben, daB durch 
den Ather die Protoplasten getétet wurden, wodurch innerhalb der 
lebenden Zelle bestehende raumliche Stofftrennungen aufgehoben 
wurden. So wurden Bedingungen verwirklicht, welche zur Saccharose- 
hydrolyse fiihrten oder diese begiimstigten, vielleicht auch entgegen- 
gerichtete Vorginge lihmten. Zu entscheiden war, ob es sich um rein 
anorganische Einfliisse handele oder ob eine Beteiligung von Enzymen 
anzunehmen sei? Letzteres erschien wahrscheinlich, da schon Brown 
und Morris! Invertase in Tropaéolumblittern nachgewiesen haben, 
allerdings mit weit schwaicherem Wirkungsgrad. 

Im folgenden Versuch wurden gleichzeitig geerntete Blatter wie 
folgt behandelt (Tabelle III): 

Serie 1 (KKontrolle). Mit siedendem Alkohol extrahiert. 

Serie 2. Die in Gazesaéckchen eingeschlagenen Blatter wurden 20 Mi- 
nuten in einen vorher zum Kochen gebrachten Dampfsterilisator gehiangt, 
danach 1'/, Stunden abgekiihit und extrahiert. Das abtropfende Wasser 
wurde, auch im Sterilisator, aufgefangen und dem Extrakt zugesetzt. 

Serie 3. Das Erntegut wurde, verteilt auf drei Sackchen, in einen auf 
110° vorgewarmten Heibluftsterilisator gebracht. Die Lufttemperatur in 
diesem sank dabei auf 90° und stieg bis zum Herausnehmen, nach 20 Minuten, 
auf 97°. Nach 2 Stunden Verweilen bei Zimmertemperatur wurde extrahiert °. 

Serie 4. Die Blatter wurden !, bis 1 Minute in Ather getaucht. Sie 
wurden schlaff und ,,lackfarben**. Danach | Stunde ausgelegt und extrahiert. 

Auch diesmal zeigt der Gesamtzuckergehalt der vier Serien hin- 
reichende Ubereinstimmung, ebenso die reduktiometrisch und polari- 
metrisch erhaltenen Saccharosewerte. 

Verglichen mit Serie 1 (Kontrolle) zeigen Serie 3 und 4 Saccharose- 
abnahme und Hexosenzunahme. Berechnet wie vorn betriagt diese 
in Serie 3: 214 mg Invertzucker oder 16,9°,, des urspriinglichen Saccha- 
rosegehaltes, in Serie 4: 858 mg oder 69,5°. Hingegen hat Serie 2 
(Dampfbehandlung) einen unbedeutend (17 mg oder 1,3°,,) héheren 
Saccharoseanteil als die Kontrolle. Die Realitat dieses Unterschiedes 
muB bezweifelt werden. Wenn an Stelle der reduktiometrisch erhaltenen 


1 Brown u. Morris, J. Chem. Soc. 638, 636, 1893. In einem von den 
Genannten nicht als endgiiltig betrachteten Versuch. 

2 Die ungleiche Lange der Lagerzeiten war unvermeidlich, da die 
Extraktionseinrichtung nicht friiher frei wurde. 
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die polarimetrisch gefundenen Saccharosewerte eingesetzt werden. 
fiihrt die Kontrolle relativ mehr Saccharose. Da auBerdem mit kleinen 
Unterschieden im Untersuchungsmaterial zu rechnen ist, darf an- 
genommen werden, das weder in Serie 1 noch in Serie 2 Saccharose- 
spaltung stattgefunden habe. 


Tabelle LILI. 
(Tropéiolumblatter.) Ernte: 18. Oktober 1932, 15 Uhr bis 15 Uhr 45 Minuten, 
Frischgewicht: 125 g, Wassergehalt: 83,8 °,. 





Gesamtzucker 








z = + s a 2 E = 48 gleich 100 os 
¢ Es os = ‘° S i) © 4 a aonetel = 
N& 282 a2 | outa! & — = 
o— Sess 5 4 = ce es Zz 
3. S2se Ca ik = #5 © = 
os ne” ne |8 = 2+ 2 = 
ed = *i@e-3| 2) 8 z 
mg mg m |7 = & mg = Z 
Serie 1 
(Kontrolle) 1893 | 1194 (1257) ; 1214 102 636 33.6 66.4 
Serie 2 
(Wasserdampf) 1973 | 1259 (13827) | 1221 97 646 32.7 67.3 
Serie 3 
(Heibe Luft) 1908 | 1000 (1053) | 1011-101 855 44,8 55.2 83.1 
Serie 4 


(itherisiert) | 1858 | 357 (3876) | 334 93.6 1482 79,8 | 20,2 30,5 


Die Werte der Serie 1 (Kontrolle) gleich 100 gesetzt: 


Serie 2 104 105 101,6 
Serie 3 100,8 83,9 134,4 
Serie 4 98 29,9 233 


Aus dem Ausbleiben der Inversion in Serie 2 (Dampfbehandlung) 
schlieBen wir auf Beteiligung eines Enzyms, Saccharase, bei der Saccha- 
rosespaltung in Serie 4 (Atherbehandlung). Die Atherwirkung laBt 
sich kurz als ein Téten des Plasmas ohne Zerst6rung der Enzyme kenn- 
zeichnen. Dann verlangt die schwichere aber unverkennbare Inversion 
in Serie 3 (HeiBluftbehandlung) eine Erklirung. Im str6menden Dampf 
folgen Zelltod und Enzymzerstérung einander so rasch, daB die Enzyme 
keine erkennbare Wirkung mehr entfalten kénnen. Im HeiBluftschrank 
verlief das Erwirmen der eingehingten Blatter langsamer. Zwischen 
Plasmatod und Enzymzerstérung blieb Zeit zu einer Enzymwirkung, 
begiinstigt vielleicht durch die erhéhte Temperatur. AuBerdem ist 
es méglich, daB wihrend der 20 Minuten die Temperatur der inneren 
Blatter nicht in allen Zellen die zur Enzymvernichtung nétige Hohe 
erreichte, so daB beim nachherigen Lagern noch Inversion stattfand. 
Rascheres Erhitzen, bei welchem im gesamten Material sicher 100° 
erreicht worden wiren, hatte voraussichtlich die Saccharosespaltung 
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unterbunden. So zeigt diese Serie, wie behutsam man vorgehen mub, 
wenn man die Enzyme rasch und mit Sicherheit vernichten will. 

In einem letzten Versuch blieben die atherisierten Blatter 16 Stunden 
liegen, wobei Serie 1 feucht gehalten wurde, wahrend Serie 2 welkte! 
(Tabelle IV). 

Tabelle IV. 
(Tropaolumblatter.) Ernte: 3. November 1932, 17 Uhr. Frischgewicht : 


75 ¢7, Wassergehalt: nicht bestimmt. 





Saecharose (In- 
vertzucker) re- a4 
duktiometrisch Hexosen | S8¢charose als 
mg mg mg Invertzucker 


Gesamtzucker 


Hexosen re- Gesamtzucker gleich 100 
als Hexosen ; 


duktiometriseh ——— 


Serie 1 
(feucht) 788 44 (4,6)* 783 99.4 0,6 
Serie 2 
(trocken) 958 53 (56) 902 94.2 5.S 


* Dieser Saccharosewert ist eine reine Rechnungsgribe. Polarimetrie ergab sogar ein¢ 
ganz geringe Zunahme der Rechtsdrehung 

In Serie 1 (feucht) ist bei dem langeren Lagern die Saccharose- 
hydrolyse bis zum Schwinden des Rohrzuckers fortgeschritten (ver- 
mutlich war dieser Zustand bereits vor Ablauf der 16 Stunden erreicht). 
Trotz einer fiir das Frischgewicht der Serie 1 bestehenden Unsicherheit 
darf weiter geschlossen werden: In den welkenden Blattern hat ein 
energischer Saccharoseabbau stattgefunden, indes ist noch etwas 
Saccharose vorhanden, die in den feucht gelagerten fehlt. Dieser Unter- 
schied kénnte durch Lihmung der Saccharase infolge starken Austrock- 
nens verursacht sein. Da aber auch der Hexosengehalt im welken Material 
hoher ist, diirfte in den atherisierten Blattern beim Welken eine vermehrte 
Starkespaltung eingetreten sein. Hier sind bei giinstigerer Jahreszeit 
weitere Untersuchungen notwendig, zumal die Angaben iiber das Ver- 
halten von Saccharose und Hexosen bei sehr starkem Wasserverlust 
nicht ohne Widerspriiche sind, bedingt vielleicht durch Verschiedenheit 
der Untersuchungsobjekte?®. 


Ergebnisse und Folgerungen. 


1. Die beschriebenen Versuche lehren unabhangig von jeder 
Deutung, daB bei Untersuchungen tiber Kohlenhydrate (oder sonstige 


1 Atherisierte Blatter welken rascher als frische. Jene verloren von 
100g Frischgewicht in 16 Stunden 81g, diese in verschiedenen alteren 
Versuchen 58 bis 68 g in 18 bis 41 Stunden. 

2 Fiir Serie 1 infolge eines Versuchsunfalles nicht ganz sicher, eher 


etwas hoher. 
3 Schroeder u. Horn, diese Zeitschr. 180, 178, 1922; Ritschl, Bot. Arch. 
26, 376, 1929; Vassiljew, Arch. f. Pflanzenbau 7, 126, 1931. 
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Stoffe) in Pflanzenorganen ein Konservieren durch Behandeln mit 
Narkoticis oder allgemeiner mit Enzyme nicht angreifenden Mitteln 
nicht méglich ist. Enzymzerstérung mu gleichzeitig mit Plasmatod 
erfolgen, sonst sind nachtragliche Umsetzungen zu gewartigen. Diese 
Warnung ist 6fter ausgesprochen worden. Die vorliegenden Versuche 
haben ihre Berechtigung und besonders ihre Tragweite bewiesen, indem 
sie zeigten, mit welcher Geschwindigkeit diese postmortalen Stoff- 
umwandlungen ablaufen kénnen (in 1 Stunde waren 60 bis 70°, der 
Saccharose gespalten). 

Als brauchbare Konservierungsverfahren erwiesen sich Behandeln 
mit strémendem Dampf oder mit kochendem Alkohol, wihrend trockene 
Hitze bei der von uns befolgten Arbeitsweise nicht mehr geniigte. 
Wir zweifeln indes nicht, daB bei strengeren Kautelen auch auf diesem 
Wege ein Erfolg zu erzielen ist. 

Ebenso ist beim Gewinnen von PreBsiften die Méglichkeit post- 
mortaler enzymatischer Umsetzungen zu beriicksichtigen (Tabelle 1). 
PreBsifte aus frischen, lebenden Pflanzenorganen sind im allgemeinen 
wertlos. Zuerst wird bei unversehrten Zellen gegen den osmotischen 
Druck des Zellinhaltes Wasser ausgepreBt werden, dann erfolgt beim 
Steigen des Druckes teilweises ZerreiBen von Zellwinden und Plasma, 
wonach neben gelésten Stoffen feste Kérper (Starke, Chloroplasten usw.) 
in den PreBsaft gelangen. Werden die Zellen zuerst ohne Verletzen 
der Wiinde getétet, so wird mit dem Schwinden der Semipermeabilitit 
eine Lésung wasserléslicher Inhaltsstoffe ausgepreBt, wahrend geformte 
Inhaltskérper und wohl kolloidal geléste Substanzen durch die als 
Filter wirkenden Zellwainde zuriickgehalten werden. Bei der Ge- 
schwindigkeit, mit der postmortale enzymatische Umsetzungen ab- 
laufen kénnen, ist selbst bei raschem Arbeiten mit diesen zu rechnen!. 

2. Die vergleichende analytische Untersuchung von Pflanzen- 
organen mit und ohne Atherbehandlung liefert ein bequemes Verfahren 
zum Nachweis von Saccharase (Invertin) und, wie verallgemeinert 
werden darf, von Enzymen iiberhaupt, sofern die Stoffe, welche bei 
der enzymatischen Umsetzung verbraucht werden, im Untersuchungs- 
material anwesend sind und ihre Menge oder diejenige der Reaktions- 
produkte quantitativ bestimmt werden kann. Da hierbei die Verlust- 
méglichkeiten geringer sind als beim Extrahieren der Enzyme, und 
liberdies der enzymatischer Umwandlung unterliegende Stoff nicht 
als von auBen zugesetzt durch die Zellwinde zum Enzym vordringen 
muB, sondern neben diesem in der Zelle sich befindet, wird unter Um- 
stiinden, ahnlich wie bei der Anwendung niederer Temperaturen, auf 


! Ausfiihrliches bei Walter, Die Hydratur der Pflanze, 8. 27—38. 
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diesem Wege ein auf andere Weise nicht zu erbringender Nachweis 
gefiihrt werden k6énnen. 


Eine Ausdehnung der Untersuchung auf andere Objekte soll im 
kommenden Sommer erfolgen. In diesem Jahre haben wir nur einen 
Versuch mit Canna indica angestellt. In diesen Zuckerblittern war 
nach dem Atherisieren weder Saccharoseabnahme noch Hexosenzunahme 
zu beobachten. Im Hinblick auf die vorgeriickte Jahreszeit und den 
Widerstand, den dieses Objekt dem Eindringen des Athers entgegen- 
stellte, betrachten wir das Ergebnis nicht als endgiiltig. Daher wollen 
wir den SchluB auf Fehlen von Saccharase nicht gezogen wissen, zumal 


wir in noch unver6ffentlichten alteren Versuchen beim Lagern un- 
behandelter Blitter Saccharoseabnahme gefunden haben. 





Bemerkungen zu der Arbeit von Chargaff und Dieryck: 


Uber den Lipoidgehalt 
verschiedener Typen von Tuberkelbazillen. III’. 


Von 
E. Remy. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 16. Januar 1933.) 


In einer ,,Anmerkung bei der Korrektur’’ ihres Aufsatzes wenden 
sich M. Hahn und E. Chargaff gegen meine Publikation: ,, Uber die chemische 
Zusammensetzung virulenter, avirulenter und abgeschwachter boviner 
sowie humaner Tuberkelbazillen* in der Zeitschrift fiir Immunitatsforschung 
79, S. 527. 

1. Sie beméangeln zunichst eine angebliche Unterlassung des Zitats 
ihrer friiheren Arbeiten iiber die Chemie des Tuberkelbazillus. Auf 8. 528 
meiner Mitteilung steht folgendes zu lesen: ,,Einen neuen AnstoB erhielt 
die Chemie der Tuberkelbazillen durch die Arbeiten von PR. J. Anderson 
und seinen Mitarbeitern, ferner durch die von E£. Chargaff und Frank, 
B. Cooper ...**. Spaterhin hat Chargaff iiber die Synthese einiger der 
Phthionsaéure verwandter Verbindungen berichtet. Aber noch ein anderes, 
praktisch wichtiges Ergebnis hatte die Untersuchung des Lipoidgehaltes 
siurefester Bakterien zur Folge, namlich jenes, daB es sich bei Anwendung 
bestimmter Versuchsbedingungen erméglichen lat, auf Grund der quanti- 
tativ ermittelten Mengen an Gesamtlipoiden virulente Stémme von ge- 
schwiachten bzw. avirulenten verschiedenen Typs zu unterscheiden 
Eine Nachpriifung dieser Tatsachen bei Varianten boviner Tuberkel- 
bazillen usw. schien uns daher von Wert. 

Es ist uns nicht recht verstéindlich, wie unter diesen Umstanden 
der Vorwurf erhoben werden konnte, fremde Anregungen ohne Namens- 
nennung ausgenutzt zu haben. Wir haben versehentlich lediglich einen 
besonderen Hinweis darauf versiumt, da®B eine Angabe der Chargaffschen 
Versuche auf eine Anregung von Herrn Geheimrat Hahn zuriickzufiihren 
ist, was wir hiermit ausdriicklich hervorheben méchten. 

2. Die Arbeit bezweckte nicht eine Nachpriifung der Chargaffschen 
Methoden, sondern seiner Ergebnisse an Hand selbstgewahlter Methoden. 
Da die Resultate sich soweit sich meine Versuche auf eine Nachpriifung 


! Diese Zeitschr. 255, 319, 1932. 
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erstrecken mit den Angaben Chargaffs decken, ist auch hier die Polemik 
nicht leicht zu begreifen. 

3. Die Nachpriifung der Chargaffschen Ergebnisse war nur der kleinste 
Teil meiner Arbeit. Der eigentliche Zweck meiner Versuche war einerseits 
die Uberpriifung der chemischen Zusammensetzung bei Wachstum der 
Bazillen auf verschiedenen Nahrbéden, andererseits die Untersuchung 
verschiedener Varianten (insbesondere wurden granuladurchsetzte und 
granulafreie Varianten gepriift, woriiber bereits Se/ffert auf dem Harz- 
burger TuberkulosekongreB am 19. Mai 1932 kurz berichtet hat!. 

4. Die Autoren bezeichneten die von mir allerdings nicht, wie sie sagen, 
eingefiihrte, sondern lediglich herangezogene Permanganatzahl als zu _ viel- 
deutig, um eine einigermaBen sichere Charakterisierung zu erlauben. Ich 
habe selbst ausdriicklich in meiner Zusammenfassung betont: ,,Die Per- 
manganatzahl kann als eine mitbestimmende Konstante ... usw. mit- 
herangezogen werden, fiir sich allein jedoch ist sie kein ausschlaggebender 
Faktor*. 


1 Siehe Beitrage zur Klinik der Tuberkulose 81, 249, 1932. 





Farbreaktionen der Follikelhormone. 
Von 
Erw. Sehwenk und F, Hildebrandt. 
(Aus dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G.,) 


(Eingegangen am 8, Februar 1933.) 


Ks ist bisher nur festgestellt worden, daB das Follikelhormon die 
Farbreaktionen der Sterine nicht zeigt und daB es mit konzentrierter 
Schwefelsiure eine gelbe Lésung gibt (1), deren Fluoreszenz im Licht 
der Analysenquarzlampe von uns als charakteristisch griin angegeben 
wurde (2). Wir haben neuerdings am Follikelhormon und an seinen 
in der letzten Zeit bekanntgewordenen Verwandten drei besonders 
interessante Farbreaktionen beobachtet, deren Mitteilung schon 
deshalb von Interesse ist, weil sie einen gewissen RiickschluB auf die 
Konstitution dieser wichtigen Stoffe erlauben. 

Die erste dieser Farbreaktionen ist die von Montignie (3) an- 
gegebene, die von diesem Autor mit dem Vorhandensein eines Inden- 
ringsystems in Zusammenhang gebracht wird. Das Follikelhormon. 
und zwar sowohl das von Butenandt u.a. beschriebene #-Follikel- 
hormon und das von uns aufgefundene 0-Follikelhormon (2), als auch 
die neuerdings von uns dargestellten Dihydroderivate des ersteren (4) 
geben beim Eintrocknen mit einer alkoholischen Lésung von Kiesel- 
wolframsiure eine briunliche Rotfirbung, die beim Betupfen mit 
Alkoliol in ein schénes Weinrot iibergeht. Bemerkenswert scheint 
uns, daB diese Reaktion, soweit wir es feststellen konnten, beim 
Pregnandiol (5) sowie bei allerdings noch recht unreinen Praparaten 
des Testikelhormons nicht eintritt. Der positive Ausfall der Montignie- 
schen Farbreaktion beim Follikelhormon deutet darauf hin, das in 
Analogie zu der von Windaus und Wieland fiir das Cholesterin ent- 
wickelten Konstitutionsformel auch beim Follikelhormon der Ring D 
ein Fiinfring ist. 

Die zweite von uns festgestellte Farbreaktion besteht in der 
Anwendung der vor kurzem von Gerngross und Voss (6) fiir das Tyrosin 
sowie alle Phenole mit unbesetzten Orthostellungen als kennzeichnend 
angegebenen Reaktion von «-Nitroso-8-naphthol und Oxydationsmitteln 
auf das Follikelhormon. Es entsteht dabei ein blaulich-roter Farbstoff. 
der sich mit Amylalkohol ausschiitteln laBt. Da die Reaktion nach den 
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Befunden ihrer Entdecker spezifisch fiir solche Phenole ist, deren 
Hydroxylgruppe bei besetzter Parastellung in beiden Orthostellungen 
frei ist, kann sie beim Follikelhormon nur dann auftreten, wenn in 
seinem Kohlenstoffgeriist der Ring A aromatisch ist und dieser die 
Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 2 oder 3 tragt. Im Hinblick 
auf die oben erwahnte Formel fiir das Cholesterin dirfte der Haftstelle 
am Kohlenstoffatom 3 die gréBere Wahrscheinlichkeit zukommen. 
Die Farbreaktion von Gerngross und Voss fallt positiv aus bei dem 
f-Follikelhormon, dem Follikelhormonhydrat und unserem Dihydro- 
follikelhormon, versagt aber iiberraschenderweise bei unserem 0-Follikel- 
hormon sowie bei einem von uns aus Kristallisationsmutterlaugen des 
p-Follikelhormons isolierten Stoff, der nach seinen Eigenschaften, vor 
allem der hohen optischen Drehung, mit dem von (irard (7) be- 
schriebenen Equilin identisch zu sein scheint. 

Die beiden von uns beobachteten Farbreaktionen stiitzen die auch 
bereits von Butenandt (8) und von Marrian (9) entwickelte Anschauung, 
daB dem /-Follikelhormon eine der neuen Cholesterinformel von Rosen- 
heim-King-Windaus-Wieland analoge Forme 


OH \ 


zuzuteilen ist, in der aber noch die Haftstelle der Methylgruppe und der 
Ketogruppe im Fiinfring unsicher sind. 

Fiir unser 0-Hormon mu aus dem Versagen der Gerngross- Vossschen 
Reaktion der SchluB gezogen werden, dali in ihm der aromatische Ring, 
der sich durch die Anwesenheit einer phenolischen Otl-Gruppe kundgibt, 
in ortho-Stellung zur Hydroxylgruppe substituiert sein mub, so dats nur 
Ring B oder C der obigen Forme! aromatisch und damit Trager der pheno- 


lischen Hydroxylgruppe sein kann. Dem 0-Follikelhormon kénnte also 
nach seinen bisher bekannten Reaktionen eine der beiden Formeln 
OH 
( D | 0 ‘ D | 0, CH 
| | | 
1} pl CH; A| B 
—~OH 
II Ill 


zukommen, wenn man annimmt, dafi auch im Molekiil des Follikelhormons, 
ebenso wie in dem der Gallensaéuren (10) die (“-Atome 3, 7 und 12 hesonders 
leicht durch Sauerstoff substituierbar sind. 
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Die Verschiedenheiten im Verhalten des f-Follikelhormons und 
des Follikelhormonhydrats einerseits und des  0- Follikelhormons 
andererseits kehren wieder in dem Verhalten dieser Stoffe bei der 
Kupplung mit Diazokérpern. In alkalischer Lésung geben die ersteren 
mit Nitrodiazoniumchlorid eine gelbe Farbung, beim Ansauern eine 
gelbe Fallung, wahrend das 0-Follikelhormon eine tiefrote Farbung 
und beim Ansaduern Ausfallung eines weinroten Farbstoffs gibt 
Ganz ahnlich verhalten sich die  beiden  ar-Tetrahydronaphthole 
hei der Kupplung: das ar-Tetrahydro-f-naphthol kuppelt mit Nitro 
diazoniumchlorid gelb und gibt beim Ansduern einen gelben Farb- 
stoff, das ar-Tetrahydro-z-naphthol jedoch kuppelt zu einer schénen 
tiefroten Lésung, die allerdings beim Ansauern einen nur gelben Farb- 
stoff liefert. Man kann aber annehmen, dab ein ar-Tetrahydro-x 
naphthol mit besetzter Parastellung zam OH- auch einen roten Farb-. 
stoff geben wiirde, wie es beispielsweise auch vom 1-Naphthol-4-methy1- 
keton bekanntermaBen rote Azofarbstoffe gibt. In Cbereinstimmung 
mit den fiir die beiden Grundkérper der bisher bekannten Follikel- 
hormone gegebenen Formulierungen (I und IT) ist also das £-Follikel- 
hormon als ein Derivat des ar-Tetrahydro-f-naphthols, das 0-Follikel- 
hormon als ein Derivat des ar-Tetrahydro-z-naphthols aufzufassen, so 
daB fiir diesen Stoff nur die zweite der vorstehenden Formeln (IT) in 
Betracht kommt. 

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der von uns beschriebenen 
Farbreaktionen der Follikelhormone. 


Tabelle. 





F g ip - : 
Lésung in kon Farbreaktion 


ae aah Kupplung 
,SO, 

Farbe Fluo- Vontiqnie GE°"9T9**® ~— aikalisch angestiuert 

reszenz ~ und Voss “™ es 
ar-Tetrahydro-3-naphthol positiv gelb gelb 
8-Follikelhormon . . . .  gelb = griin ~~ positiv _ positiv gelb gelb 
Follikelhormonhydrat . . gelb  griin positiv positiv gelb gelb 
Dihydrofollikelhormon . .  gelb = blau —_positiv _ positiv gelb gelb 
ar-Tetrahydro-a-naphthol graugriin weinrot braungelb 
0-Follikelhormon . . . .  gelb goldgelb positiv§ blaulich weinrot  weinrot 
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Die Rhodanbildung im Tierkérper. 


Von 
Konrad Lang. 


(Aus der stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 
(Eingegangen am 16. Januar 1935.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Das Rhodan ist ein regelmaBiger Bestandteil des tierischen Or- 
ganismus. Man nimmt an, da es aus Blausiure und Schwefel ge- 
hildet wird. 

Das Fundament dieser Anschauung lieferten die Versuche von S. Lang', 
der als erster nachwies, da nach Verfiitterung von Blausdéure, ferner auch 
nach Applikation von Nitrilen der Fettreihe eine vermehrte Rhodanmenge 
im Urin ausgeschieden wird. Diese Versuche von S. Lang fanden ein grobes 
pharmakologisches Interesse im Hinblick auf die Méglichkeit einer ,,Ent- 
giftung** der Blauséiure. Es ergab sich, daB es in der Tat gelingt. durch 
Verabreichung von kolloidalem Schwefel oder Substanzen, die leicht Schwefel 
abspalten, wie das Thiosulfat, Tiere gegen die mehrfach letale Blauséure 
dosis zu schiitzen. Diese Schutzwirkung praventiver Schwefel- oder Thio- 
sulfatdosen ist aber begrenzt, die Grenze liegt bei der etwa drei- bis viet 
fachen letalen Dosis, wie das unlaingst von Forst? in sehr ausgedehnten 
Versuchsreihen wieder bestiétigt wurde. 

Naheres tiber den Mechanismus der Rhodanbildung im Tierkérper 
ist nicht bekannt, es ist auch nie untersucht worden, ob das Rhodan 
einem fermentativen Prozesse seine Entstehung verdankt. Ich habe 
daher in dieser Richtung einige Versuche unternommen, iiber die im 
folgenden kurz berichtet werden soll. 

Schon meine ersten Vorversuche ergaben, daB der Rhodanbildung im 
Tierkérper ein enzymatischer ProzeB zugrunde liegen mub. Versetzt 
man namlich einen Organbrei (Leberbrei) mit Blausiure und fiigt als 
Schwefelquelle Thiosulfat hinzu, so 1aBt sich schon nach wenigen Mi- 


' Arch. f. exper. Pathol. 34, 247, 1894; 36, 75, 1895. 
* Ebenda 128, 1, 1928. 
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nuten eine intensive Rhodanbildung nachweisen. Kocht man den 
Leberbrei vorher auf, so wird kein Rhodan gebildet. V6llig unwirksam 
sind Ultrafiltrate von Organbreien. Ferner zeigte es sich, daB es leicht 
gelingt, haltbare und gut wirksame Fermenttrockenpulver darzustellen 
Das beste Ausgangsmaterial hierfiir ist frischer Leberbrei. Derselbe 
wird unter gutem Riihren in die zehnfache Menge Aceton eingetragen 
Nach dreistiindigem Stehen wird das Aceton entfernt und der Riick 
stand nochmals mit der fiinffachen Acetonmenge und dann so oft mit 
Ather extrahiert, bis der Ather farblos wird. Darauf wird der Riickstand 
abgesaugt und bei 37° getrocknet, staubfein pulverisiert und durch ein 
Haarsieb gesiebt. Erhalten wird ein fast farbloses Pulver. Wiasserige 
Extrakte dieses Trockenpulvers dienten als Ausgangsmaterial fiir alle 
Versuche. Alle Versuche wurden, insofern in den Versuchsprotokollen 
nichts Anderes bemerkt ist, immer unter den folgenden Standard- 
bedingungen durchgefihrt. 


5eem Fermentlésung wurden mit 13 cem Phosphatpuffer von py 8,3 
leem m/10 Thiosulfat und Leem m/10 NaCN (genau titrimetrisch ein 
gestellt) versetzt. Der Ansatz hatte immer eine Temperatur von 20° Di 
Blauséurekonzentration des Ansatzes betrigt m/200 aus Griinden, dic 
bei Besprechung der Reaktionskinetik der enzymatischen Rhodansynthese 
noch ausfiihrlich zu erértern sein werden. Die Messungen erfolgten bei 
Zimmertemperatur und nicht bei Kérperwirme infolge der auBerordentlich 
groBen Reaktionsgeschwindigkeit der Rhodanbildung. Aus dem gleichen 
Grunde habe ich auch auf den Zusatz von Antisepticis wie Toluol ver- 
zichtet. Die Versuche dauerten jeweils nur wenige Minuten. 


Methodik der Rhodanbestimmung. 


Je 2cem des Ansatzes wurden in einem 10 cem-MeBkolben mit 1 cem 
Trichloressigsiure versetzt und dann mit Wasser zur Marke aufgefiillt und 
filtriert. Je 5ecm Filtrat wurden in einem 10 cem-MeBkolben mit 1 ccm 
Kisenreagens versetzt und dann mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Die 
entstandene Rotfarbung wurde im Stupho unter Vorschaltung des Filters 
8 47 gemessen. Zur Herstellung der Eichkurve wurde unter Verwendung 
bekannter Rhodanlésungen genau so verfahren. Das Beersche Gesetz 
gilt noch bei den verdiinntesten Rhodanlésungen, deren Rotfarbung mit 
Eisen mit dem Auge fast nicht mehr erkennbar ist. Es ist wichtig, daB die 
Aufstellung der Eichkurve sowie samtliche Messungen bei der gleichen 
Trichloressigsiure- und Phosphatkonzentration erfolgen, da bekannter 
maBen die Farbintensitat des Rhodaneisens von diesen Substanzen stark 
abhangig ist. Eisenreagens: Eine 5°,ige Ferrinitratlésung wird tropfen- 
weise mit konz. HNO, versetzt, bis die Lésung vollkommen farblos ge- 
worden ist. 


1. Das py-Optimum der enzymatischen Rhodansynthese. 


Wie alle fermentativen Prozesse, so ist auch die enzymatische 
Rhodansynthese stark vom px des Milieus abhangig. Diese Abhangig- 
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keit ist in der Abb. 1 graphisch dargestellt. Es zeigte sich, daB diese 
Reaktion ein scharfes px-Optimum besitzt, daB bei einem py von 8.3 
gelegen ist. 





19 —— . —_ . . 
18 } + + 
, , ; $7 } 
2. Der Reaktionsmechanismus der enzymatischen 16: 
thodans ynthese. 15 + 
54} 
Von vornherein sind zwei verschiedene # 
teaktionsmechanismen denkbar: Sel 
24 
—" , & 0} 
1. Die Reaktion kann unter Aufnahme 2 a9) 
von O, verlaufen nach der Gleichung: 8} 
97) 
HCN + Na,8,0, + 1/, 0, g6\— 
Po as ee G5} 
HSCN + Na,SO,. “AA 
. . G3 | 
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HCN + Na,8S,0O, = HSCN + Na,SO,. Abb. 1. 
3. Auch der folgende Reaktionsmechanismus, der auf eine Oxydo- 
reduktion herausliuft, wire erwagenswert. 
t) Na,S,O, + H, = Na, SO, + I 
6) H,S + O = H,O + 8. 


a 


Die Reaktion « ist auf biochemischem Wege durch Neuberg und Welde! 
verwirklicht worden: die Reaktion f vollzieht sich leicht von selbst 

Schon S. Lang hat diese beiden Méglichkeiten diskutiert, ohne aber 
zwischen ihnen entscheiden zu kénnen. 


Versuche am Barcroftmanometer ergaben, da bei der enzyma- 
tischen Rhodansynthese kein Manometerausschlag zu beobachten ist 
In weiteren Versuchen gelang mir der Nachweis, daB eine dem ge- 
bildeten Rhodan aquivalente Menge Sulfit entsteht. Tabelle I gibt das 
Resultat eines derartigen Versuches wieder. 


Die Sulfitbestimmung wurde derart durchgefiihrt, da® zunachst das 
gebildete Sulfit als BaSO, ausgefallt wurde. Nach Zentrifugieren wurde 
die oben stehende Fliissigkeit abgesaugt und der Niederschlag in iiblicher 
Weise ausgewaschen. Dann wurde eine iiberschiissige Menge n 50 Jod- 
lésung zugefiigt, angesiuert und der JodiiberschuB mit n/50 Thiosulfat 
zuriicktitriert. Infolge der relativ groBen Eigenléslichkeit des BaSO, 
darf die Bestimmung nicht in zu verdiinnten Lésungen durchgefiihrt 
werden. Ich habe daher fiir diese Versuche mit einer Blauséiure- und 
Thiosulfatkonzentration von m /20 gearbeitet. 


1 Diese Zeitschr. 67, 111, 1914. 
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Die enzymatische Rhodansynthese verlauft nach der Gleichung 2 
Im Tierkérper wird das gebildete Sulfit nachtraglich zu Sulfat oxydiert 

Kiner naheren Prazisierung bedarf noch der Angriffspunkt des 
Fermentes. Es war zu entscheiden, ob nicht ein komplexes Ferment- 
system vorliegt derart, daB zundichst durch ein Ferment das Thiosulfat 
in Sulfit und 8 gespalten wird und daB dann nachtraglich ein zweites 
Ferment die Rhodansynthese aus Blausiure und dem durch die Wirkung 
des ersten Fermentes in Freiheit gesetzten Schwefel katalysiert. Diese 
Frage war um so berechtigter, als das py-Optimum der enzymatischer 
RKhodansynthese im alkalischen liegt und ein spontaner Zerfall des 
Thiosulfates unter diesen Bedingungen von vornherein wenig wah 
scheinlich erschien. 

Fiigt man aber zu einer gut wirkenden Fermentlésung Thiosulfat 
hinzu, so laBt sich keinerlei Einwirkung des Fermentes auf das Thio- 
sulfat nachweisen. Auch nach mehrtagigem Stehen im Brutschrank 
war keine Spur Thiosulfat in Schwefel und Sulfit gespalten. Es ist 
also anzunehmen, daB bei der Rhodanbildung nur ein einziges Ferment 
heteiligt ist. 

Auch die Rhodansynthese aus elementarem kolloidalen Schwefel 
und Blausiure wird durch das Ferment katalysiert. Eine Rhodan- 
menge, die sich spontan aus diesen Substanzen erst nach Ablauf einiger 
Tage bildet, wird unter sonst gleichen Bedingungen nach Zufiigen des 
Fermentes schon innerhalb weniger Minuten gebildet. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB es sich um ein Ferment 
handelt, welches die Rhodansynthese aus Schwefel bzw. leicht Schwefe! 
abspaltenden Substanzen katalysiert. Ich schlage fiir dieses bisher 
noch nie naher charakterisierte Ferment den Namen Rhodanese vor 


3. Die Reaktionskinetik der enzymatischen Rhodansynthese. 

Das Hauptcharakteristikum der enzymatischen Rhodansynthese ist 
die auBerordentlich groBe Reaktionsgeschwindigkeit, mit welcher diese 
Reaktion ablauft. Messungen iiber die Beziehung zwischen Umsatz 
und Zeit ergaben, daB fiir diesen ProzeB die Schiitzsche Regel' zutrifft. 
Es sind also bei gleichbleibender Fermentmenge die gebildeten Rhodan- 
mengen den Quadratwurzeln aus den Zeiten proportional, und bei 
wechselnden Fermentmengen verhalt sich das in der Zeiteinheit ge- 


bildete Rhodan wie die Quadratwurzel aus der Fermentmenge. Wie 


gut die Schiitzsche Regel fiir die enzymatische Rhodansynthese zutrifft. 


zeigen die TabellenII und III. Die Tabelle II bezieht sich auf die 


Beziehung zwischen Umsatz und Zeit bei gleichbleibender Ferment- 
menge, und in der Tabelle III ist die Abhangigkeit des in der Zeit- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 577, 1885. 
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Tabelle T. 
Die Bildung von Sultit bei der enzymatischen Rhodansynt hese 


aus Blauséure und Thiosulfat. 





mg HSCN gebildet mg SO. gefunden mg SO, Theorie 
42.1 45,3 45,6 
22,0 24,2 23, 
16.6 17.4 18,0 
12,3 12.8 13.3 


Tabelle LI. 
Die Giltigkeit der Schiitzschen Reygel fiir die enzyvmatiselh: 


Rhodansynthese. Die Beziehung zwischen Umsatz und Zeit 





my fhodan 
am mg Khodan gebildet = . 

| 136 1.16 

: 1,61 1] 

H ao 1.13 

: 228 ¢ 
; - 1.07 


Tabelle IL. 
Die Giultigkeit der Schiitzschen Regel fiir die enzymatische 
Rhodansynthese. Die Beziehung zwischen Umsatz und Ferment 


menge, 





hod 
Relative Rhod id mg Rhodan 

" ne mg Khhedan gebildet 
Fermentmengs e VGermentavenns 


1 0.60 0.60 
2 0.95 0.67 
4 1.40 0,70 
S 1,92 0,68 
16 2 H4 0.66 


Tabelle IV. 
Der EintluB der Blausdurekonzentration auf die enzyvmatisehe 
Rhodansynthese. 





; - — mg Rhodan gebildet mg Rhodar 
HCH-Kenneuteation (in 15 Min.) | Zeit x HCN-Konzentratior 
m/27 35.6 248 
m/ 54 19.5 
m/108 11.9 
m/135 9,6 


m /270 5 
m (432 3, 





m/216 6.4 
2 
2 
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einheit synthetisierten Rhodans von der Fermentmenge wiedergegeben. 
Eine strenge Giiltigkeit der Schiitzschen Regel ist nur fiir den Anfang 
der Reaktion zu erwarten, wie aus der theoretischen Ableitung dieser 
tegel durch Arrhenius! hervorgeht. Damit die Schiitzsche Regel zu- 
trifft, darf die Blausiurekonzentration im Ansatz nicht zu groB gewahlt 
werden, da hohe Blausiurekonzentrationen das Ferment schadigen. 
Dies geht aus der Tabelle IV hervor. Bei gleichbleibender Ferment- 
menge muB, wenn die Schiitzsche Regel zutrifft, auch der Quotient: 
mg Rhodan 
| Zeit < Blausiurekonzentration 

konstant sein. Bei hohen Blausiurekonzentrationen ist das nicht der 
Fall, wie die Tabelle 1V zeigt. Erreicht aber die Blausiurekonzentration 
m/200 oder einen noch kleineren Wert, so weist dieser Quotient eine 
befriedigende Konstanz auf. 

Ein Cherschu8 an Thiosulfat beschleunigt die enzymatische Rhodan- 
synthese. In der Abb. 2 ist das Ergebnis von Versuchen wiedergegeben, 
in denen auf 1 Mol Blauséure 1, 2 und 3 Mole Thiosulfat kamen. Bei 
Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Zugabe iiberschiissigen 
Thiosulfats wird gleichfalls die Schiitzsche Regel befolgt. 





7Mo/ | 7hiosu/fart 
;———2° +a 1M 
—— 7 9 Na CN 





— a 
co 

Minuten 
Abb. 2. 


Auch die enzymatische Rhodanbildung aus Blausaiure und kollo- 
idalem Schwefel verlauft nach der Schiitzschen Regel. Dies zeigt die 
Tabelle V. Als Schwefelpriparat habe ich meist Sulfur kolloidale 
Heyden pro injectione? verwendet. Allerdings sind die dabei beob- 
achteten Reaktionsgeschwindigkeiten wesentlich kleiner als bei der 
Verwendung von Thiosulfat. Im iibrigen ist die Reaktionsgeschwindig- 
keit stark abhingig vom Dispersitatsgrade des verwendeten Schwefel- 
praparates, 


1 Zitiert nach Euler, Chemie der Fermente, Teil 1, Miinchen 1925. 
2 Der chemischen Fabrik Heyden danke ich fiir die freundliche Uber- 
lassung des heute nicht mehr im Handel befindlichen Praparates. 
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Tabelle V. 
Die enzymatische Rhodansynthese aus kolloidalem S und 
Blausaure. 





oe mg Rhodan 
“—m mg Rhodan gebildet \ Zeit 
1h O90 0,23 
- 128 0,23 
= 170 0,22 
120 2.07 as 


Magnesiumsalze, ferner die Salze der Erdalkalimetalle wirken 
hemmend auf die enzymatische Rhodansynthese,-wenn ihre Konzen- 
tration m/300 iibersteigt. Die Hemmung wird mit steigender Konzen- 
tration dieser Salze immer hochgradiger (Abb. 3). Bei gleicher molarer 
Konzentration ist die hemmende Wirkung aller dieser Salze die gleiche, 
so daB man wohl annehmen darf, da diese Hemmung physikalisch- 
chemischer Art und dem zweiwertigen Kation als solchem zuzuschreiben 
ist. Phosphat hat keinen EinfluB auf den Ablauf der Rhodanbildung, 
ersetzt man den Phosphatpuffer durch Borat, so erleidet die Reaktions- 
geschwindigkeit keine Verdinderung. 


30; 30--- 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Uber den Einflu8 der Temperatur auf die fermentative Rhodan- 
synthese orientiert die Abb. 4. Ein konstanter Temperaturkoeffizient 
dieses enzymatischen Prozesses laBt sich aus den von mir experimentell 
gewonnenen Daten nicht errechnen. Erwirmt man das Reaktions- 
gemisch auf tiber 50°, so wird das Ferment deutlich geschadigt. Bei 
Temperaturen von iiber 56° wird es vollkommen inaktiviert. 

Das Gleichgewicht der enzymatischen Rhodansynthese liegt auf 
Seiten des gebildeten Rhodans. Die Reaktion laBt sich ohne weiteres 
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so leiten, daB praktisch alle zugesetzte Blausiure in Rhodan verwandelt 
wird, Dies erfordert nur das Arbeiten mit hochkonzentrierten Ferment. 
losungen. Versetzt man umgekehrt eine Fermentlésung mit Rhodan 
so wird das Rhodan durch das Ferment iiberhaupt nicht angegriffen 
auch bei mehrtagigem Stehen nicht. 


1. Versuche zur Isolierung und Reiniqung des Fermentes. 
q quig 


Das fiir diese Versuche unerliBliche quantitativ messende Vor 
gehen hat zundchst die Definition von Einheiten der Fermentwirkung 
zur Voraussetzung. Dementsprechend definiere ich als eine Rhodanese 
einheit (Rh.-Einh.) diejenige Fermentmenge, welche unter den eingangs 
mitgeteilten Standardbedingungen innerhalb 2 Minuten 25°, der zu 
gesetzten Blausidiure in Rhodan iiberfiihrt, also 1.47 mg HSCN bildet 
Weiterhin definiere ich als den Rhodanesewert (Rh.-W.) die Anzahl de: 
Rh.-Einh. in 100 mg Trockensubstanz. 


Der Fermentgehalt der zu untersuchenden Lésungen wurde nach 
Feststellung des innerhalb von 2 Minuten gebildeten Rhodans nach dei 
Schiitzschen Regel errechnet, wobei zur Erzielung exakter Resultate 
auf den beschrinkten Geltungsbereich dieser Regel Riicksicht zu nehmen 
war. Am vorteilhaftesten ist es, wenn die zu untersuchende Ferment 
losung in 5 cem etwa | Rh.-Einh. enthalt. Meist wurde erst durch einen 
Vorversuch die ungefahre Fermentkonzentration ermittelt und dann 
nach entsprechender Verdiinnung die eigentliche Bestimmung durcli- 
gefihrt. 


Die Khodanese laBt sich in saurer Lésung sehr leicht und mit 
vorziglicher Ausbeute an das Wil/stdtter sche Polvaluminiumhydroxyd B 
oder an elektroosmotisch gereinigtes Kaolin adsorbieren. — Grobe 
Schwierigkeiten hat mir die Elution bereitet, sie liefert immer noch 
sehr unbefriedigende Ausbeuten. Am vorteilhaftesten erwies sich zu 
teinigung des Fermentes das folgende Verfahren, das kurz an Hand 
eines Versuches geschildert sei: 

45cem Fermentlésung, enthaltend 27,3 Rh.-Einh., wurden mit 10 cen 
einer m/15 KH,PO,-Lésung versetzt und mit 4g elektroosmotisch ge- 
reinigtem Kaolin geschiittelt. Dann wurde zentrifugiert. die obenstehend: 
Fliissigkeit enthielt 0,7 Rh.-Einh., adsorbiert waren 26,6 Rh.-Einh. 97 | 
Die Fliissigkeit wurde durch Absaugen entfernt und der Niederschlag zweima|! 
mit je 40 cem Wasser ausgewaschen. Zur Elution wurde der Niederschlag 
mit 30cem Wasser und 10 cem einer m/15 Na,H PO,-Lésung geschiittelt. 
Dann wurde zentrifugiert. Eluiert waren 8 Rh.-Einh., also 29°, der ein 
gesetzten Fermentmenge. 

In weiteren Versuchen wurde die Adsorption an Kaolin und die 
Elution in der gleichen Weise ein zweites Mal wiederholt. Uber dic 


dadurch erzielte Anreicherung des Fermentes orientiert die Tabelle VI. 
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Tabelle VI. 


Die Anreicherung der Rhodanese. 





Rhodanesew ert 


Ausgangstrockenpulver. . . . es O80 
Wasseriger Extrakt oe ae 6.3 
Nach der I. Adsorption . . . . 11,6 
Nach der II. Adsorption. . 2... . . 15,3 


Als Ausgangsmaterial dienten wiisserige Extrakte von einem Leber 
pulver (Rinderleber) mit einem Rh.-W. von 0,8. Die Bestimmung des 
Rh.-W. geschah derart, da zunachst in einem aliquoten Teile der zu 
untersuchenden Lésung die Zahl der Rh.-Einh. ermittelt wurde. Darauf 
wurde ein anderer Teil dieser Fermentlésung in Cellophanschliuchen 
so lange dialysiert, bis in der AuBenfliissigkeit kein Phosphat mehr 
nachweisbar war, was mehrere Tage erforderte. Die salzfreie Ferment 
l6sung wurde dann in gewogenen Glasschalen auf dem Wasserbade zur 
Trockene verdampft, der Riickstand noch 2 Stunden bei 110° getrocknet 
und dann gewogen. Dieses Vorgehen war deshalb néotig, weil das Ferment 
gegen eine langer dauernde Dialyse recht empfindlich ist und einen 
groBen Teil seiner Wirksamkeit dabei einbiBt. 

Schon durch die erste Adsorption an Kaolin wird eine Anzahl det 
die Rhodanese in den Rohextrakten begleitenden Fermente abgetrennt 


Entfernt wird eine Protease (Kathepsin), wie aus dem folgenden 
Versuch hervorgeht. 10 cem Rohextrakt, enthaltend 2,7 Rh.-Einh., wurde: 
mit 10 cem Phosphat puffer von py 4,5 versetzt und mit Toluol tiberschichtet 
in den Brutschrank gestellt. Sofort waren in diesem Ansatz 3.05 mg Rest-N 
und nach 24stiindigem Stehen 8,56 mg Rest-N enthalten.  Gleichzeitiy 
wurde der gleiche Ansatz mit 10 cem Eluat, enthaltend 1,8 Rh.-Einh., ver 
arbeitet. In ihm waren sofort 2,02 mg und nach 24 Stunden 2.25 mg Rest-N 
enthalten. 

Vollkommen wird die Amylase abgetrennt. Als Beleg fiihre ich den 
folgenden Versuch an: 5cem Fermentlésung mit 1,7 Rh.-Einh. wurden mit 
5eem einer 2°,igen Starkel6sung und 10 cem Phosphatpuffer von py 6,2 
versetzt, mit Toluol tiberschichtet und in den Brutschrank gestellt. Zucker 
bestimmungen nach Michaelis ergaben sofort 13,2 mg und nach 24stiindigerm 
Stehen 44,8 mg Glucose. Ferner wurden 5cem Eluat nach der ersten 
Adsorption, enthaltend 1,0 Rh.-Einh., in der gleichen Weise angesetzt. 
Weder sofort noch nach 24 Stunden war eine Spur Glucose nachweisbar. 
Vollkommen wird gleichfalls die Phosphatase (Glycerophosphatase) al 
getrennt. Als Beleg sei der folgende Versuch mitgeteilt : 


10cem Fermentlésung, enthaltend 6,44 Rh.-Einh., wurden mit 5 cem 
2°. ig. Natriumglycerophosphat und 10 ccm Borat puffer von pq 8,1 versetzt. 
mit Toluol iiberschichtet und in den Brutschrank gestellt. Die Bestimmung 
des anorganischen Phosphates nach Lohmann-Jendrassik ergal sofort 
1,12 mg und nach 24 Stunden 2,36 mg P. Der gleiche Ansatz mit 10 cen 
Eluat. enthaltend 1,61 Rh.-Einh.. ergab sofort 3.12 mg und nach 24Stunden 
3,14 mg P. Der absolut héhere P-Wert des Ansatzes 2 riihrt von der Elution 
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in phosphathaltigem Milieu her. Die Lipase wird durch das oben geschilderte 
Reinigungsverfahren nicht abgetrennt. Ich glaube daher yon einer Wieder- 
gabe der diesbeziiglichen Versuchsprotokolle Abstand nehmen zu kénnen. 

Versuche tiber eine weitere Reinigung der Rhodanese sind zur Zeit 
im Gange. 

49. Das Vorkommen der Rhodanese. 

Das Ferment findet sich in nahezu allen tierischen Organen. Voll- 
kommen fermentfrei sind lediglich das Blut und die Muskulatur. Der 
Fermentgehalt der verschiedenen Organe des tierischen Organismus ist 
recht verschieden, wie aus der Abb. 5 zu ersehen ist. 

Fiir diese Versuche wurden Hunde verwendet, die in Somnifen- 
narkose zundchst aus der a. carotis entblutet wurden. Darauf wurden 
die Hunde seziert, die Organe sofort 
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Abb. 5 Abb. 6. 


In der Abb. 5 ist als Beispiel der Fermentverteilung der absolute 
Fermentgehalt in Kh.-W. der Organe eines Hundes wiedergegeben. Die 
gefundenen Zahlenwerte schwankten naturgemaB bei den einzelnen 
Tieren etwas, im groBen und ganzen war aber bei allen untersuchten 
Tieren die Verteilung des Fermentes auf die verschiedenen Organe stets 
die gleiche. Den héchsten Fermentgehalt wiesen stets die Nebennieren 
auf, dann folgte die Leber. Ganz auffallend ist der hohe Ferment- 
reichtum bestimmter Hirnabschnitte, wie der Stammganglien und des 
Kleinhirns im Vergleich zu der Hirnrinde. Eine hohe Fermentkonzen- 
tration fand sich des weiteren regelmaBig in den Speicheldriisen und in 
der Schilddriise. Der Rhodanesegehalt der anderen untersuchten Organe 
ist nur geringfiigig. 
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Es war bisher vollkommen unmdglich gewesen, eine Entscheidung 
dariiber zu treffen, wo im Organismus das Rhodan gebildet wird. Aus 
meinen Versuchen ergibt sich, wenn man die sicher zutreffende Vor- 
aussetzung macht, daB das Rhodan wberall da gebildet werden kann, 
wo Rhodanese vorhanden ist, daB fast in allen Geweben des tierischen 
Organismus die Rhodansynthese méglich ist. Praktisch diirfte wohl! 
der gréBte Teil des entstehenden Rhodans in der Leber gebildet werden 
Ich glaube das aus dem hohen Fermentgehalte und unter Beriicksichtigung 
der Grobe dieses Organs schlieBen zu diirfen. 


In weiteren Versuchen habe ich mich auch mit der Frage beschaftigt, 
ob Unterschiede im Rhodanbildungsvermégen der verschiedenen Tier- 
arten bestehen. Als Ausdruck fiir die Héhe der Rhodanbildung habe 
ich die Rhodanesekonzentration in der Leber betrachtet und habe 
dementsprechend den Rh.-W. einer Reihe von Lebern bestimmt. In der 
Abb. 6 ist das Ergebnis dieser Untersuchungen zusammengestellt. Es 
ist ganz auffallend, wie groB die beobachteten Differenzen im Rhodanese- 
gehalt der Leber sind. So betragt die Fermentkonzentration in der 
Froschleber rund das Fiinfzigfache des in der Hundeleber beobachteten 
Wertes. Vielleicht werden vergleichende Stoffwechseluntersuchungen 
eine Erklarung fiir diesen auffallenden Befund bringen. 


Auch Mikroorganismen verfiigen iiber Rhodanese. Untersucht 
habe ich in dieser Richtung bisher nur Bac. Coli commune (Tabelle VIT). 
Diese Versuche wurden derart durchgefiihrt, daB zu Bouillonkulturen ! 
Blausiure und Thiosulfat hinzugefiigt wurde. Dann kamen die Kulturen 
fiir 24 Stunden in den Brutschrank. Zur Analyse wurde die ganze 
Kultur in einen MeBkolben tibergespilt, mit Trichloressigsiure ent- 
eiweiBt und in einem aliquoten Teile des Filtrates das Rhodan wie wblich 
bestimmt. Als Kontrolle diente die gleiche Menge steriler Bouillon. Es 
zeigte sich, daB alle untersuchten Kulturen innerhalb 24 Stunden eine 
meBbare Rhodanmenge synthetisierten. Versetzt man Colikulturen 
mit Rhodan, so wird das Rhodan nicht zersetzt, sondern kann quan- 
titativ wiedergefunden werden. 


Tabelle VII. 


Die enzymatische Rhodansynthese durch Bae. coli. 





mg Rhodan in 24 Std. 


Kultur gebildet 
1 1.8 
9 ye 


' Herrn Prosektor Dr. Emmerich sowie Herrn Dr. Harms bis ich tut 
die freundliche Uberlassung der Kulturen zu groBem Danke verpflichtet. 
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6. Die Substrate der enzymatischen Rhodansynthese. 


Die Rhodanese ist spezifisch auf die Blausiure eingestellt. Wie 


schon erwaihnt, hatte S. Lang die Beobachtung gemacht, daB nach 
Verfiitterung oder Injektion von Nitrilen der Fettreihe die Rhodan- 
ausscheidung deutlich ansteigt. Ich habe daher auch in dieser Richtung 
einige Versuche unternommen, um den naheren Mechanismus diese: 
Rhodanbildung aufzuklaren. Zu diesem Zwecke habe ich Organbreis 
mit Aceto- oder Propionitril und Thiosulfat oder kolloidalem Schwefel 
im Brutschrank angesetzt. Es ist mir nie gelungen, unter diesen Be- 
dingungen eine Rhodanbildung nachzuweisen, obgleich ich die Versuchs 
bedingungen in jeder Beziehung variiert habe. Auch mit Cyanessig- 
siure und Cyanamid habe ich stets negative Resultate erhalten. Diese 
Versuche machen es wahrscheinlich, daB die genannten Substanzen 
im Tierkérper nicht unter Abspaltung von Blausdure zerlegt werden 
Kine Erklarung fiir die Diskrepanz der Mitteilung von S. Lang und dem 
Ergebnis meiner Versuche vermag ich nicht zu geben. Ich méchte nu 
darauf hinweisen, daB sicher feststeht, daB aromatische Nitrile im 
Tierkorper keine Blausaiure abspalten. 

Exaktere Angaben kann ich iiber die unmittelbaren Schwefel- 
quellen der enzymatischen Rhodansynthese machen.  Arbeitet man 
mit Organbreien oder mit ungereinigten Fermentlésungen, so laBt sich 
eine allerdings auBerordentlich geringgradige Rhodanbildung nach 
Zusatz der verschiedensten S-haltigen Substanzen beobachten. — Di 
unter Zugabe von Cystin, Cystein, Thiodithanolamin, Glutathion ge 
bildeten Rhodanmengen betragen aber nur !/j99 bis | |j999 derjenigen. 
die man bei Zusatz von Thiosulfat oder kolloidalem Schwefel unter 
sonst gleichen Versuchsbedingungen erhalt. Fiihrt man aber die gleichen 
Versuche unter Verwendung von gereinigten Fermentlésungen durch. 
so zeigt es sich, daB nur bei Zugabe von kolloidalem 8 oder Thiosulfat 
Rhodan gebildet wird. Alle anderen untersuchten Substanzen erweisen 
sich als wirkungslos. Allerdings wird unter den gew6hnlichen Versuchs- 
bedingungen auch aus Sulfiden Rhodan gebildet. Eine direkte Ent- 
stehung von Rhodan ist indessen aus Sulfiden unméglich. Voraussetzung 
ist eine vorhergehende Oxydation zu elementarem S. Dies geht auch 


Tabelle VIII. 


Die enzymatische Rhodansynthese aus Na,S und Blausaure. 





Zeit : : mg Rhodan 
Std mg Rhodan gebildet Vzeit 

I 0.40 0.40 

2 0.52 0.37 

3 0.54 O31 
24 0.64 0.13 
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daraus hervor, daB eine gesetzmabige Beziehung zwischen Umsatz und 
Zeit sich bei der enzymatischen Rhodansynthese unter Verwendung 
von Sulfiden nicht beobachten JaBt (Tabelle VIII). Arbeitet man 
anaerob, so wird aus Sulfiden kein Rhodan gebildet. 

Als direkte Schwefelquelle kommen demnach fiir die enzymatische 
Rhodansynthese nur elementarer Schwefel oder Thiosulfat in Betracht 
Es ist bekannt, daB sich Thiosulfat unter bestimmten Umstinden als 
Stoffwechselprodukt des Tierkérpers nachweisen laBt (Wohlgemuth! 
und Salkowski?). Bei Faulnis von EiweiB? sowie bei der bakteriellen 
Zersetzung von Ester-schwefelsauren und Sulfonsauren? ist die Bildung 
von Thiosulfat nachgewiesen (Wohlgemuth® sowie Neuberg und Rubin). 

Thiosulfat ist bisher noch nie als Stoffwechselprodukt des Menschen 
hbeobachtet worden. Ich habe daher auch in dieser Richtung einige 
Versuche unternommen,. Uber die dafiir ausgearbeitete Methodik werde 
ich an anderer Stelle berichten. Da der normale menschliche Urin 
stark sauer ist, war es von vornherein unwahrscheinlich, in ihm Thio 
sulfat nachweisen zu kénnen. Ich habe daher verschiedene Versuchs 
personen auf eine ..alkalische’* Kost eingestellt, diese Versuchspersonen 
erhielten auBerdem noch 40g Natriumcitrat pro Tag. Unter diesen 
Umstanden 1]aBt sich ein deutlich alkalischer Urin erzielen. Eine Aus- 
scheidung von Thiosulfat habe ich trotzdem nie beobachten kénnen. 
Damit ist allerdings noch keineswegs die Méglichkeit des Auftretens 
von Thiosulfat als Produkt des intermediaren Stoffwechsels widerlegt. 

Daf natirlich letzten Endes der Rhodanschwefel aus zugefiihrtem 
EiweiBschwefel und damit indirekt aus Sulfaten stammt. braucht 
nicht besonders betont zu werden. 


7. Uber andere Méglichkeiten der Rhodanentstehung im Tierkérper. 


Man hat immer schon den Rhodanstoffwechsel als Ausdruck eines 
(‘yanstoffwechsels betrachtet. Meines Wissens wurde aber nie die 
Frage diskutiert, ob Rhodan im Tierkérper nicht noch auf eine andere 
Weise entstehen kénne. Eine andere Art der Rhodanbildung ist aber 
theoretisch ohne weiteres denkbar. Die Méglichkeit der Bildung von 
Thioharnstoff ist im intermediaren Stoffwechsel durchaus gegeben. 
Und eine Umlagerung des Thioharnstoffs in Rhodanammonium ware 
gleichfalls méglich. Ich habe daher Versuche unternommen, ob sich 
eine Rhodanbildung aus Thioharnstoff nachweisen laBt. Zu diesem 
Zwecke habe ich Organbreie unter den verschiedensten Bedingungen 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 40, 81, 1903, 
> Ebenda 8% 485, 1914. 

’ Ebenda 48, 469, 1904. 

! Diese Zeitschr. 67, 82, 1914. 








256 K. Lang: Rhodanbildung im Tierkorper. 


mit Thioharnstoff im Brutschrank angesetzt. In keinem einzigen 
Versuche habe ich die Entstehung von Rhodan beobachten kénnen 
In mehreren Versuchen wurde der Thioharnstoff unter Entwicklung 
von H,S zerlegt. 

Man muB8 also in der Tat annehmen, daB alles im Tierkérper ent- 
stehende Rhodan aus Blausiure stammt. Damit wird aber die Blau- 
siure zu einem regelméBigen Produkt des intermediaren Stoffwechsels. 
Ich glaube, daB diese schon oft geéuBerte Vermutung durch den von 
mir gefiihrten Nachweis der Existenz eines spezifisch auf die Blausiure 
eingestellten und im Tierkérper reichlich vorhandenen Fermentes eine 
gute Fundierung erhalt. Es liegt aber im iibrigen auch ein direkter 
Beweis vor, daB der tierische Organismus Blausadure bildet. Gulden- 
steeden-Egeling' hat eine Myriapodenart beschrieben, die groBe Mengen 
Blausiure in glucosidischer Bindung aufstapelt. 


Zusammenfassung, 


Die Rhodanbildung im Tierkérper ist ein enzymatischer Prozeb 
Fir das Ferment, das die Rhodansynthese aus Blausiure und Schwefel 


baw. leicht Schwefel abspaltenden Substanzen katalysiert, wird der 


Name Rhodanese vorgeschlagen. Das Ferment ist spezifisch auf die 
Blausdure eingestellt. Das pxu-Optimum der Fermentwirkung liegt bei 
pa 38,3. Durch Erwarmen auf tiber 56° wird das Ferment zerstért. 
Die enzymatische Rhodansynthese verliuft nach der Schiitzschen 
Regel. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist auBerordentlich groB. Durch 
zweiwertige Kationen wird die Fermentwirkung gehemmt. Das Ferment 
findet sich in fast allen Organen des Tierkérpers. Fermentfrei sind Blut 
und Muskulatur. Versuche zur Isolierung und Reinigung der Rhodanese. 
sowie zur Abtrennung der Begleitfermente werden mitgeteilt und es 
wird, wahrscheinlich gemacht, daB die enzymatische Rhodansynthesc 
aus Blauséiure und Schwefel die einzige Bildungsart des Rhodans im 
Tierkorper ist. 


1 Pfliigers Arch. 28, 576, 1882. 
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Das Pigment von Halla parthenopea, ein akzessorischer 
Atmungs- Katalysator. 


Von 
Ernst A. H. Friedheim. 


(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Genf und der zoologischen 
Station Neapel.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1933.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


1. Konstitution und Isolierung des Pigmentes (Hallachrom). 


Mazza und Stolfi! haben aus Halla parthenopea, einem bis zu 
soem langen Wurm (Polychaete) des Golfes von Neapel, ein rotes 
Pigment isoliert, dem sie die Konstitution der Formel I zuschreiben. 
Die Autoren lassen die Frage nach der biologischen Bedeutung des 
Pigmentes unbeantwortet. Da aber die Reduktion des Pigmentes mit 
Wasserstoff, in Gegenwart von Platinschwarz, zu einem Leukokérper 
fiihrt, der an der Luft zum Pigment zuriick oxydiert wird, entsprechend 
folgender Formulierung 


I Il 
0 CH, HO— CH, 
+H = 
0 CH—C OOH HO— CH—COOH, 
NH NH 


so wird die Méglichkeit, daB das Pigment auf Grund seines oxydo- 
reduktiven Verhaltens eine aktivierende Funktion im Sauerstoff- 
haushalt ausibt, offen gelassen. Im folgenden wird gezeigt werden, dal} 
diese Hypothese richtig ist. 

Der Leukok6érper ist in salzsaurer Lésung hellgelb, fast farblos; 
mit steigendem px vertieft sich seine Farbe zu einem dunklen Olivbraun. 


Arch. scienze biol. 16, 1, 1931. 
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Fur die hier mitgeteilten Versuche wurde das Pigment zum Teil 
nach der Originalvorschrift von Mazza und Stolfi isoliert, zum ‘Teil 
nach einem einfacheren Verfahren, das die Eigenschaft des Pigmentes 
benutzt, bei py <~ 8,53 rot und in Amyl- oder i-Butylalkohol léslich, 
bei pu > 8,53 griin, in diesen Solventien unléslich, hingegen im Wasser 
léslich zu sein. So kann die Reinigung durch wiederholtes Umschiitteln 
aus saurer, wasseriger Losung in Amylalkohol und zuriick in carbonat- 
alkalische wasserige Lésung erfolgen. In starker alkalischer Lésung 
wird das Pigment in kurzer Zeit irreversibel in einen gelben, sehr stabilen 
Koérper verwandelt. Die erste wiasserige Ausgangslésung kann durch 
kurzes (10 Minuten) Einlegen der lebenden Tiere in destilliertes Wasser 
erzielt werden, oder mit besserer Ausbeute, durch Extraktion der 
lebenden Tiere mit 95°,igem Alkohol, Eindampfen der alkoholischen 
Lésung im Vakuum (entsprechend der Vorschrift von Mazza und 
Stolfi), Aufnehmen des Riickstandes mit konzentrierter, wasseriger 
Natriumcarbonatlésung. Die beim Umschiitteln auftretenden Nieder- 
schlige werden abfiltriert und verworfen. Nach Abdampfen der letzten 
amvlalkoholischen Lésung im Vakuum verbleibt das Pigment in roten 
Schuppen. Die nach dem Verfahren von Mazza und Stolfi und die 
durch das hier beschriebene Umschiitteln gereinigten Substanzen zeigten 
identische physikalisch-chemische und biologische Eigenschaften. 


2. Elektrometrische Titration von Hallachrom. 


2.0 cem einer m 900 Stammlésung von Hallachrom wurden nach dei 
Technik von Michaelis und Eagle! mit 10 c¢em (Citrat-, Acetat-, Phosphat-, 
Veronal-)Puffer in ein ElektrodengefaB gebracht und im Wasserstoffstrom 
in Gegenwart von etwas kolloidalem Palladium reduziert. Der Wasserstoft 
wurde durch sauerstofffreien Stickstoff verdrangt und die Lésung mit 
Chinon oder Ferricyankalium titriert, wihrend die an blanken Platin 
elektroden sich einstellenden Potentiale in bezug auf eine Kalomelhalbzelle 


zur Ablesung kamen. Es wurde bei einer Zimmertemperatur von 19 + 1° ¢ 
titriert. Im Verlauf einer Titration lagen die Schwankungen innerhal)h 


01°C. Derart ergaben sich einwandfrei reproduzierbare, in der Zeit stabile. 
durch Schiitteln unbeeinfluBte Werte, die im mittleren Teile der Titration 
an zwei verschiedenen Elektroden um nicht mehr als 0,1 Millivolt ditfe- 
rierten. Die Potentialwerte, als Funktion der verbrauchten Menge Oxy 
dationsmittel aufgetragen, liegen auf einer Kurve, die erkennen labt, dats 
ein thermodynamisch reversibles System vorliegt, dessen Potential bei 
konstantem py bestimmt ist durch 


HP RT, (OX) 
E= kt n in (Red) 


Kin Versuchsprotokoll ist in Tabelle | und Abb. 1 wiedergegeben. 


' J. of biol. Chem. 79, 689, 1928. 
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Tabelle I. — TT 
Oxydative Titration von Halla- MW 
chromin Phosphatpuffer. pyam ~ oe : 
Anfang 9,293, am Ende 9,237, 
Temperatur 20°C. | 
"Potential in Millivolt mae ~300 
bezogen auf eine .gesittigte Chines 
Kalomel-Elektrode * er | 
} 
— 6935 0,000 ~350 
466,0 0,065 
428.5 0,129 
410,05 0,210 
pa -¥ 
400.15 0,290 ba 1 
395.0 0 370 
386,5 0,512 
379.65 0.668 -450 
372,85 0,840 
364,99 1,045 
359.3 1,188 | 
QR QR _ 1 | 
351.6 1,350 5005 35 0 75 20 
341,55 1,530 enn Gide 
323,55 1.699 abd. 1 
ve 1,786 Oxydative T a Hallact 
9875 ‘ XVdative Litration von allachrom in 
_—- +o Phosphatpuffer (Nay H PO, NaOH) 
praned > pi Pru am Anfang 9,293, am Ende 9,237, 
196,6 1,933 20°C. Potentiale bezogen auf eins 


* Potential der Kalomel-Elektrode be- 
zogen auf die Normal -Wasserstoffelektrode 


+ 259 Millivolt. 


Kalomel-Elektrode, die um 259 Millivolt 

positiver als die Normal-Wasserstofl- 

Elektrode. Gestrichelt die theoretischen 
Kurven fiir » = 1 und n = 2. 


Nach der von azza und Stolfi angegebenen Konstitution des Pigmentes 


mub 


= 2 sein. Wie Abb. | zeigt, ist die experimentelle Titrationskurve 








aber zu steil fiir » 2 und zu flach fiir » - 

Bei gut reproduzierbaren Potentialen kénnen Titrationskurven mit 
atypischen Neigungen, unter der Voraussetzung reiner Substanzen', be- 
dingt sein, einerseits durch Merichinon-, andererseits durch Semichinon- 
bildung. Im Falle des Pyocyanins (2-Oxy-10-methylphenazin, Wredé 
und Strack) ist zum ersten Male gezeigt worden®, dab bei einem rever- 
siblen Redoxsystem, dessen oxydierte Form um zwei Elektronen (und 
zwei H-ionen) armer ist als die reduzierte Form, die Oxydation bzw. die 
Reduktion, in zwei Stufen vor sich gehen kann, indem die beiden Elek 
tronen und H-lonen in zwei aufeinanderfolgenden reversiblen Prozessen 
abgegeben bzw. angenommen werden: 


XH, =— XH+4H, 
oder als Elektronengleichung: 


x” Gao a o% - ae oe. 


<~— <-— 


AB = X+48, 


' Die Reinigung des Pigmentes, verbunden mit der spektroskopischen 


Kontrolle, biirgt dafiir, daB das verwendete Hallachrom nicht etwa ein 
Gemisch zweier Pigmente darstellt. 
2 Friedheim u. Michaelis, J. of biol. Chem. 91, 355. 1931. 
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Der Korper XH oder X~- ist ein freies Radikal, ein gleichzeitig halb 
oxydiertes und halb reduziertes Molekul.  MWiehaelis hat datiir die Be- 
zeichnung Semichinon eingefiihrt, im Gegensatz zu den Merichinonen, die 
eine molekulare Verbindung eines total oxydierten und eines total reduzierten 
Molekiils darstellen. 

Zur Erlauterung diene ein Beispiel. Abb. 2 stellt die reduktive elektro 
metrische Titration von Farbstoff 2265, Hoffmann-La Roche, dar'. Die 
zwei Stufen der Reduktion sind klar zu erkennen. Jede Stufe verbraucht 
die halbe Quantitat des det 
totalen Farbstoffmenge aqui - 
valenten Reduktionsmittels. 
Das Ende jeder Stufe ist 
durch einen Farbumschlag 
und einen Potentialsprung 
gekennzeichnet. Jede Stufe 





— 300 
Mv 


-200 

















~100 fiir sich betrachtet entspricht 
einer 1-Elektronkurve mit 

einer 60 Millivoltneigung. 

Die Mittelpunkte — jeder 

(ad Stufe FE, und E£, kénnen als 

40 20 50. 40 50 die Standardpotentiale jeder 

—> com Tilly Stufe bezeichnet werden. 

Abb. 2. Die unmittelbare Deut bar- 

Reduktive Titration mit TiCl,; von .Farbstoff 2265 keit der ganzen Kurve ist 


- whe* in n| Cl + OKC). - . 
Hoffmann-La Roche* in njl0 HCl + n/10 KCI durch das vollstandige Aus- 


einanderliegen der beiden 
Halbkurven gewahrleistet, d.h. durch die Differenz der beiden Standard- 
potentiale £,— E,. Bei Werten von EF, -— EF, < 60 Millivolt iiberschneiden 
sich die beiden Stufen, und um so mehr, als sich die Differenz verkleinert, 
und es entstehen als Resultante atypische Kurven, denen die zwei Stufen 
nicht anzusehen sind und deren Neigung weder 7 lnochn = 2entspricht. 
Kinsolcher Fall offenbart sich beim System Hallachrom—Leuko-Hallachrom. 
Zur Deutung und Kennzeichnung einer Zweistufenoxydation ist die Kenntnis 
der Differenz 2, — E, nétig. Michaelis* hat kiirzlich eine allgemeine Theorie 
der Zweistufenoxydation und fiir praktische Zwecke eine Tabelle mitgeteilt, 
aus der fiir eine gegebene experimentelle Titrationskurve die charakteristische 
Differenz der Normalpotentiale beider Stufen direkt abgelesen werden 
kann. Als Schliissel der Tabelle dient ein leicht zu bestimmender Parameter 
der experimentellen Kurve, der als Indexpotential E; bezeichnet wird. 
E; E3),— E,, Ey, E1), (£1), E1),, Es), bezeichnen die Potentiale be: 
25, 50 und 75 %ig. Oxydation des Systems). 
Fiir Hallachrom ergibt sich nach Tabelle II ein Indexpotential 
E; 20 Millivolt. Dieser Wert ist durch graphische Interpolation der 
experimentellen Titrationskurven ermittelt, mit einem Fehler von + 0,5 Milli- 
volt. Bemerkenswerterweise ist E; innerhalb dieses Fehlers in dem ganzen 
Pu-Bereich von 1 bis 10 konstant. Aus der Michaelisschen Tabelle ergibt 
sich durch Interpolation fiir 2; 20 Millivolt ein Wert von E,— E£, 


' Ich verdanke diese Substanz (ein Safranin) der Liebenswiirdigkeit 
von Prot. Guggenheim, Basel. Das physikalisch-chemische Verhalten dieser 
Substanz wird spater ausfiihrlich beschrieben werden. 

2 J. of biol. Chem. 96, 703, 1932; diese Zeitschr. 255, 66, 1932. 
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— 15 Millivolt, entsprechend einer ,,effektiven Bildungskonstanten des 
Semichinons* K 0.56 (betreffs der Definition von A siehe Michaelis, 
l.c.). Die Bedeutung des absoluten Wertes dieser Zahlen ist durch den 
Umstand beschrankt, da in dem vorliegenden Bereich kleinen Schwan- 
kungen von E; grofe Verainderungen von K und E,— £, entsprechen. 
AuBerdem ist die Michaelissche Tabelle fiir 30° C aufgestellt, wihrend unsere 
Messungen bei 19°C ausgefiihrt wurden. Der durch den Temperatur- 
unterschied bedingte Fehler ist so klein, das er innerhalb der Fehlergrenzen 
des Experimentes liegt. Unter Beriicksichtigung dieser Umstéande kann 
nur folgende eingeschrankte Angabe gemacht werden: Die Standard- 
potentiale der beiden Oxydationsstufen des Hallachroms liegen in dem 
pu-Bereich von | bis 10 um 12 bis 24 Millivolt auseinander. Die Genauigkeit 
der Versuche und der Interpolationen ist aber auf alle Falle hinreichend, 
um das negative Vorzeichen der Differenz E,— £,, entsprechend O < K < 1 
sicherzustellen, d. h. das Standardpotential des Systems ,,total reduzierte 
Form-Semichinon™ ist positiver als das Standardpotential des Systems 
.. Semichinon-total oxydierte Form". 


Die bisher beschriebenen Semichinone, und auch das auf 8. 260 an- 
gefiihrte neue Beispiel, zeigen unter Bedingungen, die eine voilstandige 
Trennung der Stufen erméglicht. eine Eigentarbe, die weder den Farben 
der oxydierten noch der reduzierten Form entspricht. Die eben gemachte 
Feststellung, daB die beiden Oxydationsstufen des Hallachroms sich weit- 
gehend iiberschneiden, haben als Korrelat. dafi das Semichinon des Pig- 
mentes praktisch nie allein vorkommt, sondern immer nur in Mischung 
mit betrachtlichen Mengen der oxydierten und der reduzierten Form. Wie 
demnach nicht anders zu erwarten ist. kommen im Laufe der Titration 
von Hallachrom auch nur schwer deutbare Mischfarben von gelb-braun-rot 
und gelb-braun-griin zur Beobachtung. 
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Abb. 3. 
Normalpotentiale des Hallachroms als Funktion von py (in Millivolt, bezogen auf eine ge- 
sittigte Kalomelelektrode). 

E, Normalpotential des Systems total reduzierte Form-Semichinon*. 

E, Normalpotential des Systems .Semichinon-total oxydierte Form*. 

Eo Normalpotential des gesamten Hallachrom-Systems. 
Zum Vergleich sind die drei Normalpotentiale des Pyocyanin nach Michaelis, Hill und Schubert 

angegeben. 
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Abb. 3 stellt das Normalpotential #y des Hallachroms als Funktion 
von py dar. Es handelt sich hier um die Potentialwerte, die einer Mischuny 
von 50°, reduziertem mit 50°, oxydiertem Pigment entsprechen. Diese 
Werte wurden als Mittelpunkte vollstandiger Titrationskurven graphisch 
ermittelt. Es zeigt sich, dali die Ey-Werte auf einer Geraden liegen. die eine 
Neigung von 60 Millivolt pro py-Einheit aufweist. Die nach den obigen 
Ausfiihrungen ermittelten Werte der Standardpotentiale der einzelnen 
Stufen liegen in parallelen Geraden, in einem Abstande von je 7.5 Millivolt 
zu beiden Seiten der £y/py-Linie, und zwar die Werte fiir £, auf der positiven, 
die Werte fiir 2, auf der negativen Seite. Unter Anwendung der von Clark 
und Cohen! aufgestellten Regeln fiir die Beziehung zwischen Standard 
potentialen und px lassen sich die in Abb. 3 dargestellten Ergebnisse 
folgendermaBen ausdeuten: Die reduzierte Form oder, unter Beriick- 
sichtigung des Semichinons, die reduzierten Formen des Hallachroms, sind 
Sauren mit Dissoziationskonstanten < 10-!°, Diese Angabe mub die 
Dissoziation der orthophenolischen Hydroxyle des Leuko-Hallachroms 
(Formel LI) betreffen. Die Unbestandigkeit des Pigmentes bei starker 
alkalischer Reaktion verhindert eine genauere Bestimmung der Dissoziations- 
konstanten, die sich durch einen nach aufwarts gerichteten Knick der 
Ey pu-Linie auBern miiBten. Die bei pa > 10 ausgefiihrten Titrationen 
lassen auch tatsachlich einen solchen Knick erkennen. Bei dieser alkalischen 
Reaktion ist aber das Ende der Titration unscharf, die Potentialwerte 
unbestandig und schlecht reproduzierbar. Sie seien deshalb nur zur Orien 
tierung angegeben. Sicher ist aber, dab bei py > 10 die Titrationskurven 
steiler werden. Das Indexpotential nimmt zu, die Differenz der Normal 
potentiale der Stufen wird positiv. Die EZ, py- und £,/py-Kurven miissen sich 
daher an einem Punkte tiberkreuzen. Diese Verhaltnisse, die aus den er 
wahnten Griinden nicht naher quantitativ gefaBt werden kénnen, sind in 
Abb. 3 durch Strichelung angedeutet. 

Eine weitere Eigentiimlichkeit bleibt zu erértern: Bei py 8,538 
schligt die rote Farbe des volloxydierten Hallachroms nach griin um. 
Dieser py-Wert, der einer Mischung von gleichen Teilen der roten und der 
griinen Form entspricht, wurde nach der optischen Komparatormethode 
ermittelt. Abb. 3 zeigt, daB die Anderung am Molekiil, die sich bei diesem 
Pu abspielt, ohne EinfluB auf die Potentialbildung ist. Die 2, /py-Linie 
gelit in diesem Gebiet ungebrochen weiter. 

Mazza und Stolft erklaren den Farbumschlag durch Tautomerie und 
sekundare Oxydation. Eine Tautomerie, wofiir die angegebene Konstit ution 
des Pigmentes verschiedene Méglichkeiten bietet, kann ohne Einflu®B auf 
die Potentialbildung bleiben und kommt folglich hier in Frage, nicht aber 
eine sekundiare Oxydation. 


3. Die biologische Wirkung des Hallachroms. 


Benutzt wurde Warburgs manometrische Methodik, um den 
EinfluB von Hallachrom auf die Atmung lebender Zellen verschiedener 
Herkunft zu untersuchen. Der Sauerstoffverbrauch wurde in einer 
ersten Periode ohne, dann nach Einkippen des Pigmentes aus dem 
Anhang in den Hauptraum, in einer zweiten Periode, mit Pigment 
gemessen. 


! Public Health Reprt. 38, 443, 1923. 
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Die Resultate finden sich in den Tabellen IIT und IV und in den 
Abb. 4 und 5 zusammengefaBt und zeigen, daB Hallachrom in der 
angewandten, niedrigen Konzentration von m 9000 die Atmung un- 
befruchteter Seeigeleier von Strong ylocentrotus lividus und Sphaerechinus 
granularis, von befruchteten Askariseiern und von roten Blutkorperchen 
des Kaninchens um viele hundert Prozent zu steigern vermag. 

Beztiglich der Askariseier ist zu bemerken!: Weibliche Exemplar 
von Schweineaskaris wurden erst mechanisch griindlich gereinigt, mit 
2 pro Mille Sublimat behandelt und dann griindlich mit sterilem Wasse1 


Tabelle III. 
Kintlu®B von Hallachrom aut die Atmung unbefruchteter Seeige! 
und betruchteter Askariseier. 








Sauerstoffverbrauch Ltmunes- 


























Dauer jeder steigerung 
Nr. Herkunft der Eier Versuchs- a) ohne b) mit b—a 
periode Hallachrom Hallachrom - 100 
Min. emm cmm v 
1 Sphaerechinus granularis 53 7 123,2 1660 
2 m _ 30 1.5 23.5 1466 
3 Strongylocentrotus lividus 30 3 41 1266 
4 ” 2 34 4 57 53: 
5 Asearis suis DS 5 — 2 300 
Seeigeleier in Meerwasser bei . . 2... . 1. 258 
Asicariseier im Ringer bei. .......s.s B94 
Hallachromkonzentration . .... 0.0. ¢.C~eCU Om 9000 
POE og ee Re Se es 
80 
60'- + - +— + 60 ~ 
| 
<1 | 
hed + + gv 
Ss 1's 
E 
Ss 
20} — 1 + 20 4 | 
¥ 
| | 
0 20 40 60 80 0 30 60 
Minuten Minuten 
Abb. 4. Abb. 5. 

Atmung unbefruchteter Seeigeleier Atmuang roter Blutkérperchen (Kanin 
(Strongylocentrotus lividus) ir Meer- chen) in Carbonat-Ringer, 0,2°)) Glucose, 
wasser. 259°C Luft. Bei y werden 379°C, pR 7,2 Luft. Bei ¥ werden 
mol./9000 Hallachrom aus dem Anhang mol.'9000 Hallachrom aus dem Anhang 

zugegeben. zugegeben. 


1 


Die Versuche mit tierischen Parasiten wurden gemeinsam mit J. Baer, 
Assistent am Institut, ausgefiihrt. 
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Tabelle IV. 
KinfluB von Hallachrom auf die Atmung roter Blutkérperchen 
(Kaninchen) in Ringer + 0,2°, Glucose. 





Sauerstoffverbrauch Atmungssteigerung 
so , 


Dauer jeder — wee 


Nr. Versuchsperiode a) ohne b) mit - 100 
Hallachrom Hallachrom a 
Min. emm emm 0 
1 26 - 14,5 182.9 1230 
2 64 as: ES — 47,6 834 
3 57 - 16,4 — 179,5 996 
4 31 -~ 44 - 39 786 
5 32 - 3.0 47.8 1493 
Hallachromkonzentration . ..... . . . . m 9000 
ME sg ea ws ee +e ee 
gespiilt. Die Wiirmer wurden aufgeschnitten, die Eier aus dem Uterus 


ausgedriickt, dreimal auf der Zentrifuge mit Ringer gewaschen und schlieBlich 
unter Schiitteln in Ringer homogen suspendiert. Da die Eier befruchtet 
sind, ihre Atmung, in Analogie zu den klassischen Befunden von Warburg 
an Seeigeleiern, als gesteigert gelten kann, so ist es einleuchtend, dali Halla- 
chrom nur eine relativ geringe weitere Steigerung hervorruft. Es sei er- 
wahnt, daB die Atmung befruchteter Eier des Schafbandwurmes .Moniezia 
expansa durch Hallachrom iiberhaupt nicht gesteigert werden konnte, 
was mit dem Befund, daB diese Eier einen respiratorischen Quotienten von 
1,0 aufweisen, in Zusammenhang zu bringen ist. So wird die von Barron 
aufgestellte Regel bestatigt, da die reversiblen Redoxsysteme nur bei 
solchen Zellen die Atmung steigern, deren unbeeinfluBte Atmung relativ 
insuffizient ist. Warburg hat gezeigt. daB der Mechanismus der Atmungs- 
steigerung durch Methylenblau bei roten Blutkérperchen itiber Met- 
hamoglobinbildung erfolgt. Derselbe Mechanismus gilt auch fiir die 
Hallachrom -Wirkung: Eine Hamoglobinlésung von einer Sauerstoff- 
kapazitat von 147emm O, (37° C)* zeigte nach halbstiindiger Einwirkung 
von m/1000 Hallachrom nur noch eine Sauerstoffkapazitét von 60 ¢mm, 
wahrend spektroskopisch die Bildung von Methamoglobin direkt zu beob- 
achten war. Ohne Beriicksichtigung eventueller Zwischenglieder von 
Reaktionsketten laBt sich die Bilanz der Hallachromwirkung folgender- 
maBen schematisieren: Die lebende Zelle reduziert das Pigment auf Kosten 
einer Dehydrogenation von Zellbestandteilen, und das reduzierte Pigment 
regeneriert sich am Luftsauerstoff. 

DaB das Pigment im Organismus tatsichlich reduziert werden 
kann, erhellt aus folgendem Versuch: LaBt man ein Exemplar von 
Halla in einem vollstandig mit Meerwasser gefiillten, hermetisch ge- 
schlossenen GefiB ersticken, so diffundiert reduziertes Pigment in 
das Wasser, das sich erst nach Offnen des GefiBes, im Kontakt mit 
der Luft, rot farbt. Tiere, die in gut geliiftetem Wasser leben, enthalten 


* Bestimmt nach Haldane-Barcroft-Warburgq. Warburg u.a., diese 
Zeitschr. 227, 248, 1930. 
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den gréBten Teil des Pigmentes in seiner oxydierten Form und geben 
bei der fast augenblicklichen Extraktion mit 60°,igem Alkohol, unter 
LuftabschluB, sofort rotes, oxydiertes Pigment ab. Man hat nach 
Erklarungen gesucht fiir die Beobachtung, daB Halla befahigt ist, 
sich langere Zeit in dem auBerst sauerstoffarmen Schlamme des Meeres- 
bodens aufzuhalten. Da die Tiere Haimoglobin enthalten, lag es nahe, 
in dem Blutpigment einen Sauerstoffspeicher zu sehen. Auch das 
Hallachrom kann hier eine Rolle spielen: Es ist méglich, daB die Tiere 
unter Wasser durch Reduktion des Pigmentes eine Sauerstoffschuld 
aufnehmen, die bei der Riickkehr zur Meeresoberflache getilgt wird. 


4. Vergleich einiger Eigenschaften von Pyoeyanin' und Hallachrom. 


Der Vergleich zweier natiirlicher Atmungskatalysatoren, die so 
verschiedenen Organismen entstammen wie einem Bacillus einerseits, 
einem hoch organisierten Wurme andererseits, ergibt folgende  be- 
merkenswerten Cbereinstimmungen: Beide Pigmente sind reversible 
tedoxsysteme mit Standardpotentialen gleicher GréBenordnung: 





Ey, bezogen auf die Normal- 
Wasserstoffelektrode 


Pu = 7,0 





Pyocyanin — 34 Millivolt (30°C) 
Hallachrom 4. 29 ’ (20°C) 


Beide Pigmente zeigen die Erscheinung der Zweistufenoxydation. 
Im physiologischen py-Bereich von 6 bis 8 iiberschneiden sich bei 
beiden Systemen die zwei Stufen in annahernd demselben und von px 
praktisch unabhaingigen AusmaBe : 





Abstand der Normalpotentiale der zwei 
Oxydationsstufen Dy 6 bis 8 
E, — Ee 
Pyocyanin | 30—32 Millivolt (nach Michaelis u. a.) 
Hallachrom  12—25 = 


Beide Systeme haben im physiologischen py-Bereich eine ,,effektive 
Bildungskonstante des Semichinon’* K > 1, d. h. bei beiden Pigmenten 
liegt das Normalpotential der Stufe ..total reduzierte Form-Semichinon™ 
positiver als das Normalpotential der Stufe ,,Semichinon-total oxy- 
dierte Form“. Angesichts dieser Uhereinstimmungen erhebt sich die 
bereits von Michaelis aufgeworfene Frage nach der biologischen Be- 
deutung der Zweistufenoxydation noch eindringlicher. 


1 Friedheim, J. of exp. Med. 54, 207, 1931. 
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Zusammenfassung. 

1. Die elektrometrische Titration erweist, daB das Pigment von 
Halla parthenopea, Hallachrom, ein reversibles Redoxsystem ist, das 
die Erscheinung der Zweistufenoxydation aufweist. 

2. Die Michaelissche Theorie und Tabelle der Zweistufenoxydation 
wird zur Deutung dieses Systems angewendet. 

3. Hallachrom steigert in Konzentrationen von m/9000 die Atmung 
unbefruchteter Seeigeleier, befruchteter Eier von Ascaris suis und von 
roten Blutkérperchen (Kaninchen) um viele hundert Prozent. 

4. Es wird darauf hingewiesen, daB die beiden natiirlichen Atmungs- 
katalysatoren Pyocyanin und Hallachrom, die so durchaus verschiedenen 
Organismen entstammen, in bezug auf ihr Potentialbereich und die 
Konstanten der Zweistufenoxydation weitgehend iibereinstimmen. 
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Das kolloidale Verhalten der Muskeleiweibkérper. 


Von 
H. H. Weber. 


IV. Mitteilung: 


Uber Teilchengewiehte von MuskeleiweiSkérpern und das van der Waalssche 
Wirkungsvolumen der Myogenteilchen. 


Von 
Richard Stover. 


(Aus dem physiologischen Institut der Westfalischen Wilhelmsuniversitit 
Miinster.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1935.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Die Zustandsgleichung von Eiweiblésungen. 


Es wird allgemein angenommen, daB die Verkniipfung zwischen 
Stoffwechsel und Struktur der Gewebe sich an den ultramikroskopischen 
Bausteinen der Struktur, d. h. an den einzelnen Kolloidteilechen (Kolloid- 
molekiilen und Kolloidmicellen) abspielt. Die Priifung dieser Annahme 
und dariiber hinaus ein Einblick in dieses Zusammenspiel setzt also 
die Kenntnis des kolloidalen Feinbaues der Gewebe —— jenseits des 
mikroskopischen Feinbaues voraus. 

Soll festgestellt werden, wie der Betriebsstoffwechsel des Muskels 
zu jenem Umbau der Struktur fiihrt, den wir als Kontraktion be- 
zeichnen, so muB vorher bekannt sein, in welcher Weise der Muskel aus 
seinen kolloidalen Bausteinen zusammengesetzt ist. KardinalgréBen 
der Morphologie des Kolloidteilchens sind das Teilchengewicht und die 
Raumerfiillung des Teilechens (das Wirkungsvolumen). Die Teilchen, 
fiir die die Bestimmung dieser GréBen in Frage kommt, sind die Teilchen 





der Myogen- und der Myosinfraktion des Muskels, denn der Muskel 
besteht im wesentlichen aus Myogen und Myosin!. 


Die Bestimmung des Teilchengewichtes geléster Substanzen erfolgt 
im allgemeinen durch Messung ihres osmotischen Druckes. Der osmotische 


' Vgl. H.H. Weber, Ber. ii. d. ges. Physiol. 61, 382, 1931 und auch 
K. Meyer u. H. H. Weber, erscheint demnachst diese Zeitschr. 








' 
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Druck und das Molekulargewicht sind aber durch die ..ideale** Zustands- 
gleichung der Gase und Lésungen verbunden: 


, q 
J oa: T, 
. M 
( C 
M ST .RT RT (1) 
p.t p 
p osmotischer Druck, V Volumen der Lésung, g Gramm Substanz, 
M Molekulargewicht, C qv Konzentration, ey osmotische 


Energie eines Grammolekiils bei der Temperatur 7’. 


Durch Gleichung (1) ist also das Molekulargewicht aus osmotischen 
Messungen einer idealen Losung zu errechnen. Eiwei$losungen genau 
meBbaren osmotischen Druckes sind aber infolge ihres hohen Teilchen- 
(Molekular-) Gewichtes nicht ,,ideale’*, sondern konzentrierte Lésungen. 
Infolgedessen gilt im MeBbereich die van der Waalssche Zustands- 
gleichung! in der Form? 


p.(V b) p(V qs) gM.RT. (2) 


b 
6 = Wirkungsvolumen, s - spezifisches Wirkungsvolumen, sonst 
q 


wie in (1). 


Wird trotzdem aus einem gemessenen osmotischen Druck einer kon- 
zentrierten EiweiBlésung (von 1°, an aufwarts) das Molekulargewicht 
nach der ,,idealen*‘ Gleichung (1) berechnet, so werden oft unzutreffende 
Werte erhalten: Sérensen*® hat so fiir Serumalbumin das Molekulargewicht 
45000 erhalten, Adair* errechnete aus denselben Messungen Sdérensens 
unter Beriicksichtigung der van der Waalsschen Beziehung das auch mit 
ganz anderen Methoden® als zutreffend bewiesene Molekulargewicht von 
etwa 70000. 


Die van der Waalssche Zustandsgleichung enthalt zwei Unbekannte: 
das Molekulargewicht und die Raumbeanspruchung durch die geléste 
Substanz; infolgedessen ist keine der beiden Unbekannten aus der 
osmotischen Messung einer einzigen EiweiBkonzentration zu errechnen. 
Liegt dagegen eine Messungsreihe von verschiedenen Eiweikonzentra- 


GS, Adair, Proc. Roy. Soe. London 120, 573, 1928; G.S. Adair u. 
M. E. Robinson, Biochem. J. 24, 1864, 1930; N. F. Burk, J. of biol. Chem. 
98, 353, 1932; G. V. Schulz, Zeitschr. f. physikal. Chem. 158, 237, 1932: 
161, 441, 1932; Kunitz, J. gen. Physiol. 10, 811, 1927. 

2? Das a-Glied der van der Waalsschen Gleichung, das den Anziehungs- 
kraften der Gas- oder gelésten Teilchen Rechnung tragt, fallt in Lésungen 
im allgemeinen fort, weil diese van der Waalsschen Krafte hier offenbar 
durch Bindung (Adsorption) von Lésungsmittel abgesattigt sind. 

3S. P. L. Sérensen, Proteins, The Fleischmann Co., New York 1925. 

4G.S. Adair u. M. E. Robinson, 1. ¢. 

5 T. Svedberg u. B. Siégren, J. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928; G.S. 
Adair u. M. E. Robinson, |. c.; N. F. Burk, 1. ¢. 
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tionen vor, dann kann aus dem Giiltigkeitsbereich der van der Waals- 
schen Beziehung in den sicheren Griiltigkeitsbereich der ,idealen* 
Gleichung, d. h. auf die EiweiBkonzentration Null extrapoliert werden. 
Ist das Verhaltnis Cp fiir die Konzentration Null durch die Extra- 
polation bekannt, so ist das Teilchengewicht MW nach Gleichung (1) 
berechenbar. Dann ergibt sich 6 die Raumerfiillung durch das 
gesamte Eiwei8—-unds — die Raumbeanspruchung durch | g Eiweif 
aus der van der Waalsschen Gleichung!. 

Diese Extrapolation ist graphisch in jedem Falle durchfiihrbar. Cp 
(Ordinate) wird als Funktion von C (Abszisse) im gemessenen Bereich auf- 
getragen und die Kurve bis zum Schnittpunkt mit der Ordinate (C — 0) 
verlangert. Die Extrapolation ist frei von jeder Willkiir, wenn die C /p-Kurve 
eine gerade Linie ist. 

Das ist immer dann der Fall, wenn das spezifische Wirkungsvolumen s, 
die Raumbeanspruchung durch | g Eiweib®, bei allen EiweiBkonzentrationen 
dieselbe ist. Die van der Waalssche Zustandsgleichung laBt sich namilich 
leicht in die Form 

6 M M .s 
p RT RT 


bringen, wenn man beriicksichtigt. dab g V C ist. Das aber ist die 
Gleichung einer Geraden, die die Ordinate (C 0) in MRT und die 
Abszisse (C'/p 0) in 1/s schneidet, wodurch 1 /s und damit s unmittelbar 
abzulesen ist. 

Die Giltigkeit der van der Waalsschen Beziehung gibt auBer dem 
Teilchengewicht das fiir die Morphologie der Teilchen unmittelbar 
wichtige und auSerdem vielseitig verwendbare Teilchenvolumen?. 
Sie verlangt sehr erhebliche experimentelle Genauigkeit, damit dic 
Richtung der C/p-Kurve, in der Fehler von C vielfach vergréBert er- 
scheinen, fiir die erforderliche weite Extrapolation geniigend sicher 
festgelegt ist. 

If. Die Osmometertechnik. 

Die Fehler bei osmotischen EiweiBmessungen und ihre Vermeidung sind 
bei Adair® ausgezeichnet beschrieben. In Anlehnung an Adair wird hier 
Wert gelegt: 

1. Auf groBe Ausschlage zur Erhéhung der Ablesegenauigkeit: Ver- 
wendung von geraden Osmometern (Abb. 1) mit fliissigem Paraffinél vom 
spezifischen Gewicht 0,885 als Manometerfliissigkeit. Nur in zwei Ver- 
suchen mit hoher Myogenkonzentration (11.19 und 11,31°,) wurde Hy 
in einem U-Manometer angewanat. 

2. Auf genaue Bestimmung der Druckdifferenz innen und auben: 
Das Osmometer wurde genau bis zum Nullpunkt der Manometerskala 
(maximaler Fehler etwa 0.5 mm) in die AuBenlésung versenkt. Der Meniskus 


' Z. B. bequeme Formeln: Adair, Biochem. J. 24, 1864, 1930. 

2G. V. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. 158, 237, 1932; 160, 409, 1932: 
161, 441, 1932. 

8 G.S. Adair, Proc. Roy. Soc. London 108, 629, 1925. 
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der Innenl6sung war bei einer lichten Kapillarweite von 1,2 mm auf 0.25 mm 
genau ablesbar; der maximale Gesamtablesefehler der Differenz ist also 
etwa |Lmm der Druckdifferenz (1 mm Paraffinél ~ 0,065 mm Hg). 

3. Auf genaue Worrektur der Druckdifferenz: Die Kapillaritats- 
konstante fiir fliissiges Paraffin wurde fiir jedes Osmometer gesondert 
bestimmt. Je nach dem Osmometer 7 bis 8 mm Paraffinél. Da im Versuch 
die Grenze zwischen Paratfinél und Eiweiblésung (G, Abb. 1) im Osmomete1 
unter dem Meniskus des AuBenbades liegt, findet ein hydrostatischer 
Auftrieb des leichten Paraffinéls von td,—t statt (¢ Niveaudifferenz 
Paraffin—Wasser, d), Dichte des Paraffins). Je nach Eintauchtiefe 
betrug diese Korrektur 3 bis 4mm _ Paraffin6él 0,19 bis 0,26mm Hg. 
Kin Fehler von 1mm bei der Messung der Eintauchtiefe (0— G, Abb. 1) 
bedeutet einen Fehler von 0,13 mm Ol 0.0L mm Hg. 


Abb. 1. Osmometeranordnung. 
A = AuBenlisung, B = Osmometer, 
ST = Korkstopfen, 0—1—2—3 = Milli- 
metereinteilung des Steigrohres, 8S 
= gefetteter Schliff zwischen Steig- 
rohrkuppel und Glasmanschette des 


Manometers, E = Eiweiflisung, P 
= Paraffindl, @ = Grenze zwischen 
Pound E = unterer Rand der Glas- 
manschette. © = Oberfliiche von A 


= Nullpunkt der Millimetereinteilung 
der Kapillare. 














4. Auf Vermeidung falscher Gleichgewichte: Den Gleichgewichtsdruck 
1aBt man in demselben Versuch mehrfach abwechselnd von oben und unten 
erreichen (Abb. 2). AuBerdem wurde durch Verwendung gerader Steig- 
rohren die Reibungsflache der Manometerfliissigkeit méglichst klein ge- 
halten. 

5. Auf méglichst schnelle Einstellung des Gleichgewichtsdruckes : 
Dies ist wiinschenswert, um die auBerordentlich langen Versuchszeiten 
Adairs infolge der wiederholten Neueinstellung des Druckes (s. oben) zu 
vermeiden. Denn die Konzentration der Myogenlésungen nimmt dauernd, 
wenn auch sehr langsam (s. Kap. 3), durch Myogenfibrinbildung ab. Deshalb 
wurde die Osmometermembran im Verhaltnis zum Fiillungsvolumen 
moglichst groB gehalten: Osmometerhiilsen von nur 2,5 bis 3,0 cem Inhalt, 
Fillung des Steigrohres und der Osmometerkuppel mit fliissigem Paraffin 
statt mit EiweiBlésung bis zum unteren Rande der Glasmanschette (G, 
Abb. 1), auf die der Kollodiumsack nach H.H. Weber! aufgeklebt ist. 
Moglichst kristalloiddurchgangige Membran, die auBerdem notwendig ist fiir 

6. Die Einstellung eines ausschlieBlich kolloidosmotisch bedingten 
Gleichgewichtsdruckes: Da die Myogenpriparate immer ganz geringe 
Mengen (s. Kap. 3) Rest-N-Substanzen unbekannten, méglicherweise nicht 
ganz niedrigen Molekulargewichtes enthalten und auch wahrend des Ver- 
suchs bilden, miissen die Membranen auch fiir Kristalloide hohen Molekular- 


1 Diese Zeitschr. 158, 443, 1925. 
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amie 


gewichtes (etwa L000) glatt durchgangig sein. Die Membran wird auf Eiweils 
undurchgangigkeit durch Sulfosalicylsiureprobe auBen, auf sonst modglichst 
hohe Durchgangigkeit mit Erioglaucin (Mindestmolekulargewicht S00) 
geprift. Bei Fillung mit 2,6° iger Erioglaucinlésung mute im Laufe 
der ersten Stunde auBen Blaufarbung auftreten und der maximale osmotische 
Druck nach wenigen Stunden erreicht sein. Dieser durfte 2 bis 3°, des 
theoretischen Druckes, der bei erioglaucinundurchgangiger Membran 
hatte auftreten miissen, nicht tiberschreiten, eben infolge der Erioglaucin 
durchgangigkeit der Osmometermembran; schlieBlich muBte Ausgleich 
der Konzentration und der osmotischen Druckdifferenz in 1 bis 2 Tagen 
praktisch vollstandig sein. Gegen solche Osmometermembranen gibt das 
Filtrat einer mit Sulfosalicylsaure enteiweiBbten Myogenlésung. auf 8 mg-' 








Rest-N eingeengt, den osmotischen Druck 0. Ein Rest-N-Gehalt von 
180 -——+ oo 
mm | 
| i 
770 7 TT — 1 + + + + + ] 
+i al ¥ mL _| 
165 if 4 | a s 4 iL + | 
| 
0 1 ++ 4 + + + + Nt + 
U5 J 


20 40 6) 8 0 70 WO 10 30 2 Z0S%a 

Abb. 2. 

Beispiel der Einstellung des wahren osmotischen Druckes. 
Ordinate: Druck in Millimeter Paraffinél. Abszisse: Zeit in Stunden. Spontan- 
bewegungen. --> : Neueinstellungen des Osmometermeniskus. Gleichgewichtsdruck 
167 bis 168 mm. 





Smg-°,, ist aber mehrfach gréBer als der der gereinigten Myogenlésungen 
(vgl. S. 275). Das Fehlen von EiweiBzersetzung wurde durch Sulfosalicyl- 
siure-, Xanthoproteinprobe und haufige Rest-N-Bestimmung in der AuBen- 
fliissigkeit geprift. 

7. Vermeidung der ,,Donnan-WKorrekturen**!: Eine isoelektrische 
(pu 6,3) 4.5°.ige Myogenlésung gibt in 0,005 bis 0.5 mol. KCI immer den 
gleichen osmotischen Druck (Donnan-Korrektur — 0); infolgedessen wurde 
bei Px 6,3 in 0,005 bis 0,01 mol. Phosphat gemessen. 

8. Eiweibzersetzung: Versuchstemperatur im Winter 2°,im Sommer 
49°C (elektrischer Kalteschrank). Die EiweiB- und Aubenlésungen waren 
toluolgesattigt, die AuBenlésung mit einem Toluolfilm tiberdeckt ; das ganze 
System gegen Bakterienfall und Verdunstung geschlossen (Abb. 1). 

9. Fehlerfreie Feststellung der osmotisch wirksamen Eiweiikonzentra 
tion: Um die Konzentrationsanderungen,. die in allerdings wohl nur mini 
malem Umfang? in den ersten Stunden des Versuchs durch Adsorption 
an die Membran stattfinden kénnten, bei der Berechnung zu umgehen. 
wurde die Konzentration am SchluB jeden Versuchs bestimmt. 


Es bleibt also die Ungenauigkeit in der Bestimmung des osmotischen 
Druckes unter 2mm Paraffinél, 0,13 mm Hg. 


1 J. Loeb, Die EiweiBkérper. Berlin, Verlag Springer, 1924. 
P. Rona u. E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 196, 197, 1928; 200, 152, 
1928; 202, 453, 1928; G.S. Adair, Proc. Roy. Soc. London 108, 627, 1925. 
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Ill. MuskelpreBsaft und Myogenpriparate. 


Die Darstellung der reinen Myogenlésungen erfolgte in friiher be- 
schriebener Weise! aus MuskelpreBsaft durch vier- bis achttagige Dialyse 
bei 0 bis 4° C und etwa zehnstiindige Elektrodialyse bei Zimmertemperatur. 
Es wurde dann aber, im AnschluB an die Elektrodialyse, die Myogen- 
konzentration durch Vakuumdestillation bei einer Temperatur unter 20° 
auf 6 bis 12°, Myogen eingeengt und nochmals | bis 2 Wochen nach- 
dialysiert (zur Entfernung des Rest-N, der sich bei der Einengung anreichert). 


Die Uberwachung der Praparation fand durch Leitfahigkeits- und 
pu-Messungen, durch Kje/dahkl-Bestimmungen des Gesamt-N in Anlehnung 
an Bang statt. Es erwies sich dabei. daB es bei den Mikro-Ajeldahl-Be- 
stimmungen besser ist, die Veraschungen gleichzeitig mit einem Leerwert 
im ammoniakfreien Raum auf mindestens 4 Stunden auszudehnen, da 
sonst die notwendig sehr kurze Uberfiihrung unvollstandig wird (schwerer 
fliichtige Amine statt Ammoniak ?). AuBerdem wurde die Uberfiihrungszeit 
auf 5 Minuten vom AnschluB des Kochkolbens an ausgedehnt. Die Vor- 
lagevolumina waren dann immer noch klein genug zu einwandfreier jodo- 
metrischer Titration. Die EnteiweiBung erfolgte durch Zugabe von 5 Teilen 
96°.igen Alkohols auf 1 Teil EiweiBlésung. Bei der Sulfosalicylsaure- 
fallung spaltet sich Rest-N ab, bei der Fallung mit kolloidalem Eisen nach 
Rona wird dagegen praformierter Rest-N adsorbiert, wie sich an rest-N- 
haltigem Filtrat vorher durch Sulfosalicylsiure enteiweibter Myogen- 
lésungen ergab. Der Rest-N-Gehalt nach EnteiweiBung durch Kochen ist 
bei weitem am héchsten, es folgt die EnteiweiBung durch Sulfosalicylsaure, 
durch Alkohol und schlieBlich durch kolloidales Eisen. Ob kleine Rest-N- 
Mengen auch bei der EnteiweiBung durch Alkohol neu entstehen. bleibt 
zweifelhaft. 


Die Zusammensetzung des PreBsaftes nach EiweiB-N und Rest-N 
geht aus der Tabelle I hervor. 


Tabelle I. 





com PH “tet Rest-N-Gehalt yee hha 
mg-9/9 mg-9/o Rest-N vorhandenen N 

219 6,0 1408 395 28 

244 6,0 1254 365 29 

319 6,0 1273 345 27 

207 5,9 1127 352 31 


Da der PreBsaft einfach aus den zerschnittenen Muskelfasern 
mechanisch herausgedriickt wird, ist anzunehmen, daB er die Zu- 
sammensetzung des Faserinhaltes, soweit er fliissig ist, unverdndert 
wiedergibt. Damit stimmt iiberein, daB der durchschnittliche Rest-N- 
Gehalt des PreBsaftes von 0,364°, fast derselbe ist wie der Rest-N- 


1 H. H. Weher, diese Zeitschr. 158, 443, 1925. 
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Gehalt des Warmbliitermuskels! von durchsechnittlich 0.39°,,*. Damit 
stimmt ferner iiberein, daB nach unverdéffentlichten Versuchen? kein 
Myosin in den PreBsaft tibergeht, da dieses infolge seiner Unléslichkeit 
in physiologischer Salzl6sung* im Muskel nur im Gelzustand vorkommt. 
Damit stimmt schlieBlich tiberein, daB das Verhaltnis von Rest-N zu 
KiweiB-N (letzte Spalte der Tabelle I) auch dann ungefahr gleich bleibt, 
wenn der Gesamt-N deutliche Konzentrationsverschiedenheiten zeigt 
(vgl. Versuche 1 und 4 der Tabelle 1): Der geringe KinfluB der Durch- 
spilungsédeme ist offenbar fiir EiweiB- und Rest-N-Konzentration 
gleich. Es ist also anzunehmen, da die EiweiB-N-Konzentration des 
PreBsaftes mit der léslichen EiweiB-N-Konzentration des Sarkoplasmas 
ungefahr tibereinstimmt. Auer Myogen sind aber weitere Eiweib- 
kérper im PreBsaft nur in Spuren (s. unten) aufzufinden. Das Sarko 
plasma enthalt demnach etwa 7°, Myogen. 

Die gereinigten M yogenpraparate sind frei von Kristalloiden: die 
spezifische Leitfahigkeit betragt etwa 1.10-°. Sie sind fast frei 
von Rest-N. Rest-N-Konzentration 0.0006 bis 0,0041°, N oder aber 
0,07 bis 0,6°,, des EiweiB-N. 


Sie enthalten kein Myosin, da etwaige letzte Spuren mehr 
kommt nicht in Frage (s. oben, PreBsaft) bei dem vollstandigen 


Salzentzug durch die Dialyse und Elektrodialyse ausgefallen sein miBten. 
Ein erst kiirzlich entdecktes Globulin unklarer Bedeutung? scheint 
ebenfalls restlos waihrend der Dialyse auszufallen, da es nur aus den 
ersten Dialyseniederschligen isoliert werden kann. AuBerdem scheint 
es nur in einer zu vernachlassigenden Menge von wenigen Prozenten 
des GesamteiweiB-N vorzukommen. Sehr geringe Beimengungen von 
Serumalbumin, die nicht sicher auzsuschlieBen sind®, wiirden schon 
deshalb keinen EinfluB auf den osmotischen Druck haben, weil das 
Molekulargewicht von Myogen und Serumalbumin fast dasselbe ist. 

Es erhebt sich nun die Frage, wie weit die Eiweibteilchen im 
Myogenpraparat dieselben sind wie im Muskel; denn Sdrensen hat auf 
Grund sehr umfassenden Materials die Meinung ausgesprochen, dab 
praparativ gereinigte EiweiBkérper ganz etwas anderes sein koénnten 


' DaB der Rest-N-Wert des MuskelpreBsaftes etwas niedriger ist als 


der des Muskels — er sollte etwas héher zu erwarten sein, weil im Muskel 
mit seiner nicht unbetriéchtlichen EiweiBkonzentration ein nichtlOsender 
Raum existiert beruht auf der betrachtlichen Odermbildung infolge det 


GefaBdurchspiilung. 

* O. V. Firth, Handb. d. Biochem.. 2. Aufl.. 4. 345. Jena 1925. 
H.H. Weber, erscheint demniachst in dieser Zeitschr. 
3 J. V. Edsal, J. of biol. Chem. S89, 289, 1930. 
H.H. Weber, unveréftentlichte Versuche. erscheint demnachst in 
dieser Zeitschr. 

5 Derselbe, diese Zeitschr. 189, 407, 1927. 
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als die Proteine im lebenden Organismus. Sie seien aus dissoziablen 
Komponenten zusammengesetzt, die bei den chemischen Eingriffen 
der Reinigung (Anderungen des Salzgehaltes, des py usw.) dissoziierten 
und in anderen Kombinationen wieder zusammentriaten als vorher. 
Bei dem mechanischen Herauspressen des fliissigen Muskelinhaltes 
fehlen die vorausgesetzten chemischen Eingriffe. 

Wird nun ein solcher MuskelpreBsaft unmittelbar (etwa 1 Stunde) 
nach dem Tode des Tieres zur Messung des kolloidosmotischen Druckes 
gegen m/10 Phosphat vom pu 6,3 angesetzt, so stellt sich innerhalb 
24 Stunden ein osmotischer Druck ein, der tagelang konstant bleibt. 
Werden am SchluB des Versuchs die unléslichen Bestandteile des PreB- 
saftes abzentrifugiert (3 bis 4°, des Gesamteiweibes), so kann der 
osmotische Druck mit der Konzentration des PreBsaftes an léslichem 
KiweiB verglichen werden ; er ist dann nur wenig (etwa 5°,, vgl. Kap. IV, 
Abb. 3) kleiner als der osmotische Druck einer gleich konzentrierten, 
hoch gereinigten, 2 Monate alten Myogenlésung. Da er tiberhaupt 
kleiner ist, kann zwanglos darauf bezogen werden, da eine leichte 
Triibung unléslicher oder niedrigdisperser Beimengungen (Globulin 
unbekannter Herkunft, s. oben, Myogenfibrin) nicht restlos abzentri- 
fugiert werden kann. Das Teilchengewicht des Myogens ist also offen- 
bar in gereinigter Lésung, im PreBsaft und also auch im Sarkoplasma 
(s. S. 274f.) sicher fast gleich, wahrscheinlich vollstandig gleich. 

Damit ist die Méglichkeit von solchen Sdérensen-Reaktionen, die das 
Teilchengewicht nicht beeinflussen, nicht ausgeschlossen: Wahrend der 
Myogenreinigung und -aufbewahrung finden Anderungen im Eiweibbestand 
der Lésungen statt. Nach dem plétzlichen Salzentzug wahrend der ersten 
drei Dialysetage sind etwa 15°, des urspriinglichen EiweiBes abzentrifugier- 
bar, in denen die Hauptmasse des unbekannten Globulins neben Fuirthschem 
Myogenfibrin enthalten ist. Bei der Aufbewahrung in salzfreier Lésung 
fallen dann noch weiterhin Myogenfibrinmengen von 0,003 bis 0,005 g 
pro Tag und Gramm Myogen aus. AuBerdem bilden sich im Dialysat 
dauernd sehr geringe Rest-N-Mengen aus dem Eiwei® neu: 0,2 bis 0.26 mg N 
tiglich aus 1g Myogen. Ungefahr dieselbe Rest-N-Neubildung findet sich 
auch im frischen PreBsaft; doch ist diese Angabe weniger genau wegen des 
hohen Anfangsgehaltes an Rest-N. Bei hoher Salzkonzentration scheint 
die Rest-N-Bildung beschleunigt zm sein: 0,5 bis 0,.8mg N taglich aus 
lg Myogen. Die angegebenen Anderungen wahrend des Aufbewahrens 
sind nicht an dem kleinen Unterschied des mittleren Teilchengewichtes 
von PreBsaft und Myogen schuld. Denn 16 und 54 Tage alte Myogen- 
lésungen geben genau den gleichen osmotischen Druck, obwohl vom 16. bis 
zum 54. Tage sich 5,4°, des EiweiB-N in Rest-N verwandeln. Vielleicht 
entsteht der Rest-N aus dem zu Myogenfibrin denaturierenden Myogen- 
anteil. 


IV. Teilchengewicht und Wirkungsvolumen des Myogens. 


Der osmotische Druck von isoelektrischen Myogenlésungen und 
von frischem Prefsaft bei 4° C ist in Abb. 3 verzeichnet. Bei der Myogen- 
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konzentration von 7°,, die im Sarkoplasma vorhanden sein diirfte 
(vgl. Kap. ITI, 8. 275), wiirde der kolloidosmotische Druck etwa 17,5 mm 
Hg, bei Kérpertemperatur also etwa 20mm Hg betragen. Da die 
fibrillaren Strukturteile des Muskels unléslich sind, dirfte diese GréBe 
auch als kolloidosmotischer Druck des Gesamtmuskels anzusprechen sein, 
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Der osmotische Druck solcher Myogenlésungen ist keine ,,ideale*’, 
d.h. geradlinige Funktion der Myogenkonzentration. Abb. 3 zeigt, 
daB er dagegen genau der van der Waalsschen Zustandsgleichung: 


-RT 
M 
a Voges 
folgt, wenn fiir VM 81000*, fiir s 1,98 cem ecingesetzt wird. 
1,98 
1,98 eem 
1000 


* Erkennt man die 7’. Svedbergsche Regel an, daB monodisperse Eiweils 
lésungen ein Teilchengewicht von einem Vielfachen von 34500 haben miissen, 
so wiirde dieses Teilchengewicht fiir Polydispersitat sprechen. Versuche. eine 
unmittelbare Entscheidung mit Hilfe von Fraktionierung des Myogens durch 
Membranen abgestufter Porenweite herbeizufiihren, leiten nicht zu einem 
sicheren Urteil. Dagegen kénnte diese Frage mit der Ultrazentrifuge geklirt 
werden. 
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Die Ermittlung dieser beiden GréBen wird aus Abb. 4 ersichtlich, 
in der das Verhaltnis Cp in Abhangigkeit von der Myogenkonzentration 
gebracht ist. Der gefundene Wert Cp bei der Konzentration 0 betragt 
0,469. Hieraus ergibt sich nach Formel (1) (s. Kap. 1) das mittlere 
cd ok SO OO 
c , | 


? ayy} 





ave 


| 


a4¥0 
438 
OIE 


| 
a 


i rss FF © FF VT et TFT FT Ww Se 








Abb. 4. Cp als Funktion yon ¢. 


Ordinate: Cp. Abszisse: C = Gramm Eiweif in 100cem. p in Millimeter Hg. © 00 = Ver- 
suchspunkte. 


Teilchengewicht: 10. RT’ . 0,469 S1000* (fiir ¢ 4°C). C/p wird 
Null in streng geradliniger Abhangigkeit von der Myogenkonzentration 
bei einer Myogenkonzentration von 50,5°, (in der Abbildung zwecks 
Raumersparnis fortgelassen). Dann aber ist (Kap. I, 8. 271) 
100 
8 = => = 1,98 cem!. 
ae 50,5 
DaB die Geradlinigkeit der C/p-Kurve real und nicht durch Ver- 
suchsungenauigkeit vorgetauscht ist, folgt aus Abb. 5. Die reziproke 
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Abb. 5. p/C als Funktion von C. | 
é . c 

; Sonst wie Abb. 4. 000 = Versuchspunkte. = berechnet aus Kurve Abb. 4: r = 
p 


* Der Faktor 10 ist abweichend von Gleichung (1) hier eingefiihrt, weil 
die Molaritat einer Lésung nicht durch die in 100 cem, sondern durch die 
in | Liter geléste Grammzahl bestimmt ist. 

' Die Zahl 100 tritt im Zahler auf, weil die Myogenkonzentration in 
Prozenten angegeben ist. 
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Funktion pC, die bei anderen EiweiBkorpern bisweilen geradlinig 
verlauft!, zeigt durchaus die bei tatsichlicher Geradlinigkeit von C |p 
zu erwartende Kriimmung. Das aber heiBt (Kap. 1), daB das spezifische 
Kovolumen des Myogens fiir alle Myogenkonzentrationen mit hoher 
Wahrscheinlichkeit dasselbe ist. 


Diese Tatsache verdient Beriicksichtigung bei der Entwicklung der 
aussichtsreichen Uberlegungen iiber den Zusammenhang zwischen Sol- 
vatation und osmotischem Druck, die G. V. Schulz u.a. gerade an die 
Inkonstanz des spezifischen Kovolumens, die sich bei Kolloiden nicht 
selten findet, gekniipft hat. 


Fragt man nach der physikalischen Bedeutung des spezifischen 
Kovolumens s, so liegt es verhaltnismaBig nahe, es als das Volumen 
zu deuten, das das geléste Eiweif mit seinem Wassermantel, kurz 
das EiweiBhydrat, beansprucht. Dieser Schritt ist wiederholt getan: 
Durch Burk? und vor allem G. V. Schulz in seinen systematischen und 
sehr anregenden Arbeiten®, in denen er diese Deutung durch die von 
ihm gefundene Ubereinstimmung des spezifischen Kovolumens mit 
dem Quellungsvolumen derselben Substanz im Gelzustand und ihren 
geeignet berechneten Viskositatsvolumen im gelésten Zustande  be- 
griindet. Diese Deutung schien aber bisher mit einer gewissen Schwierig- 
keit behaftet deshalb, weil das van der Waalssche spezifische Ko- 
volumen viermal so gro sein sollte wie das wirkliche Eigenvolumen 
der gelésten oder gasférmigen Teilchen. Wird namlich als wirkliches 
Eigenvolumen der hydratisierten Kolloidteilchen das Volumen des 
gequollenen Kolloids (Schulz4) oder aber der Hydratationsraum, das 
maximale Volumen des nichtl6senden Raumes fiir Kolloide angesehen 
(Adair®), so ergibt sich durch die Multiplikation mit vier ein Volumen, 
das viel gr6Ber ist als das spezifische Kovolumen. Eine derartige Multi- 
plikation ware aber unrichtig, weil weder der Hydratationsraum noch 
das Quellungsvolumen das wahre Volumen der EiweibBhydratpartikel 
sein diirften. Fiir den Hydratationsraum liBt sich das selbst unter der 
Annahme starrer EiweiBhydratkugeln beweisen. Man kann den Anteil 
des Hydratationsraumes (HR.) am Gesamtvolumen der Lésung (V) 
theoretisch immer aus der Differenz des osmotischen Druckes eines 


1 N.F. Burk, J of. biol. Chem. 98, 353, 1932; G.S. Adair. Proc. Roy. 
Soc. 120, 573, 1928. . 

2 Derselbe, J. of. biol. Chem. 98, 353. 1932. 

3G. V. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. 158, 237, 1932. und zwar 
S. 252. 

4 Derselbe, ebenda 158, 237. 1932, und zwar 8. 252. 

5 G.S. Adair u. M. BE. Robinson, Biochem. J. 24, 1864, 1930, und zwar 
S. 1876. 
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Kristalloids bei EiweiBgegenwart (p,,) und bei EiweiBabwesenheit (p,) 
bestimmen (z. B. Weber-Versmold' durch Gefrierpunktsbestimmung) 


HR. a Pe Pt . 


ae Pei 
Es wird nun sinngema8 fiir p,, der van der Waalssche und fiir p der 
, ideale“’ Wert des osmotischen Druckes eingesetzt und das wirksame 
Volumen des Kolloids auf den kristalloidosmotischen Druck mit 6’ 
bezeichnet: 

nRT nRT 

HR. V—bv WV b’ 
V nRT _ 
V — 0’ 


Der Hydratationsraum (HR. = 6’) ist also bereits ein Wirkungsvolumen. 
Dieses Wirkungsvolumen 6’ der EiweiBteilchen auf den Partialdruck 
zugemischten Kristalloids sollte aber kleiner sein als das Wirkungs- 
volumen 6, das fiir den kolloidosmotischen Druck selbst maBgebend ist. 
Denn bei gegebenem Eigenvolumen ist das Wirkungsvolumen dann ein 
Maximum (und zwar gleich dem vierfachen Eigenvolumen), wenn alle 
osmotisch wirksamen Teilchen gleich groB sind. Bei der Bestimmung 
des Hydratationsraumes aber wird das Wirkungsvolumen des Kolloids 
auf den osmotischen Druck von Kristalloiden bestimmt; es wird also 
in einem Gemisch sehr verschiedener TeilchengréBen gemessen. In 
Ubereinstimmung mit den experimentellen Befunden ist also der 
Hydratationsraum kleiner, aber nicht viermal kleiner als das van der 
Waalssche Kovolumen zu erwarten. 


DaB b’ kleiner sein muB als b, 1aBt sich durch eine einfache geometrische 
Uberlegung zeigen, die hier nicht angefiihrt werden soll. Ihr Ergebnis 
lauft’ darauf hinaus, daB dann, wenn Kristalloidmolekiile der Kolloid- 
lésung zugemischt werden, die Wegverkiirzung fiir die Kristalloidteilchen 
bei einem ZusammenstoB mit den Kolloidteilchen dieselbe ist wie fiir ein 
Kolloidteilechen, die Chance eines solehen ZusammenstoBes (die reziproke 
GréBe der freien Weglange) aber kleiner. 

Ob die Annahme starrer EiweiBhydratkugeln iiberhaupt richtig ist, 
soll hier nicht erértert werden. Es sollte nur gezeigt werden, daB selbst 
dann keinerlei theoretische Schwierigkeiten beim Vergleich der Hydratations- 
volumina als Hydratationsraum und als van der Waalssches Kovolumen 


bestehen. 
Auch das Quellungsvolumen ist nicht das wahre Eigenvolumen, 


sondern vielmehr das Packungsvolumen der EiweifShydratteilchen. 
% a a 
Uber den Anteil des wahren Eigenvolumens der Teilchen am Gesamt- 


1 H. H. Weber u. H. Versmold, diese Zeitschr. 234, 62, 1931. 
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° Pa n* —-] 
volumen des Molekiilpaketes gibt der Lorenz-Lorentz-Ausdruck 
n* +- 2 


Aufschlu8. Der Brechungsindex n ist fiir lufttrockene Gele mit etwa 
10°, Wassergehalt 1,5 bis 1,53 (Myogen, Serumalbumin, Gelatine, 
Myosin)'. Der Lorenz-Lorentz-Ausdruck ist also 0,3, oder das Packungs- 
volumen ist ahnlich wie das Wirkungsvolumen drei- bis viermal so grof 
wie das Eigenvolumen. Bei weiterer Quellung diirfte sich das nicht 
viel andern, da anderenfalls eine sehr starke Volumenkontraktion zu 
erwarten ware. AuBerdem ist die spezifische Brechung in verdiinnten 
Losungen (< 10°.) ebenso groB wie in konzentrierten Gelen. Extra- 
poliert man Adairs und Robinsons* Messungen auf 100°, Eiweib, so 
ist » fiir Serumalbumin und Serumglobulin ebenfalls 1,52 und 1,51. 
Das heiBt aber: bei gleichem Hydratationsgrad sollten Quellungs- 
(Packungs-) Volumen und Wirkungs- (van der Waals-) Volumen an- 
nahernd gleich groB sein, wie es auch die Beobachtungen ergeben haben®. 
Dies gilt dann natiirlich auch fiir fehlende Hydratation. Da das spezifi- 
sche Volumen eines Grammes trockenen EiweiBes (1/Dichte) 0,745 ecm 
betragt, ist also 0,745 cem auch das Wirkungsvolumen eines Grammes 
unhydratisierten EiweiBes in Lésung. Die entsprechenden Uber- 
legungen friiherer Untersucher*, EiweiBk6rper seien dann hydratisiert, 
wenn ihre Wirkungs- (6 oder 6’) oder Quellungsvolumina gréBer seien 
als das spezifische Volumen, behalten also ihre Giiltigkeit. 

Die Erérterungen lassen sich so zusammenfassen: Hydratations- 
raum, van der Waalssches Wirkungsvolumen und Quellungsvolumen 
sind theoretisch in mindestens annahernd ,,richtiger‘’ Weise vom 
wahren Eigenvolumen unhydratisierter und hydratisierter Eiweib- 
teilchen abhangig; sie sind also gleich brauchbare relative MaBstibe 
der Hydratation. Den quantitativ sehr ahnlichen GréBen, van der Waals 
Volumen und Quellungsvolumen, scheint aber dariiber hinaus Be- 
deutung als ,,absoluter’’ MaBstab zuzukommen, indem sie wenigstens 
in unkomplizierten Fiallen® gleichzeitig das Viskositaétsvolumen dar- 
stellen (Schulz®). 

Wenn das richtig ist, wiirde sich aber die Mdéglichkeit bieten, 
aus einem dieser Volumina und der Viskositat die Teilchengestalt 


1 Bestimmung am eingetrockneten Tropfen mit der Einbettungs- 
methode. 

2 G.S. Adair u. M. BE. Robinson, Biochem. J. 24, 993, 1930. 

3 G.V. Schulz, a.a. O. 

4S. P. L. Sérensen, (Kolloidzeitschr. 53, 102, 1930; Polanyi, diese 
Zeitschr. 104, 237, 1920; H. H. Weber u. Nachmannsohn, ebenda 204, 215, 
1929; H. H. Weber u. Versmold, ebenda 234, 62, 1931. 

5 Bei elektrischer Aufladung ist das Verhalten sehr kompliziert. Eftig 
u. G. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931. 

8 G. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. 161, 441, 1932. 
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zu berechnen, die in die Viskositat als einzige weitere Variable eingeht. 
Die Unterlage dieser Schulzeschen Cherlegung wird erweitert durch 
die Feststellung, daB auch bei Myogen Viskositatsvolumen und van der 
Waals-Volumen gleich sind, wenn man das Myogenteilchen als Kugel 
betrachtet (spezifisches Viskositatsvolumen S 1,90 cem, spezifisches 
van der Waals-Volumen_ s 1,98 ccm). Dab Myogenteilchen Kugeln 
sind, geht aber auch aus ihrer auBerordentlich hohen Léslichkeit, 
ihrer sehr niedrigen und normalen Viskositat und dem Fehlen jeder 
Art von Doppelbrechung hervor. Man kann auch umgekehrt sagen, 
durch die Cbereinstimmung von Viskositats- und van der Waals-Volumen 
wird die Kugelgestalt des Myogens bestatigt. 

Uber die GréBe der Hydratation verschiedener EiweiBkérper, 
gemessen als spezifisches van der Waalssches Wirkungsvolumen, gibt 
Tabelle IT Auskunft. Sie zeigt, daB EiweiBkérper im allgemeinen, 
Myogen im besonderen verhaltnismabig wenig hydratisiert sind. 


Tabelle II. 





Spez. van der 


v tf lx sc Ss 
Molekular- wasleoen 


Autor Eiweil In Lésung gewieht — 
ccm 
Burk* . . .  Serumalbumin Wasser, Acetatpuffer 74 600 0,745 
Weber-Stiver Myogen 0,01 molar Phosphat 81 000 1,98 
TS es Hamoglobin Phosphat 70 000 2.6 
. *“** |  Serumglobulin 0,2 molar Phosphat 175.900 2,82 
Burk* . . .  Serumalbumin 0,74 molar (NH,).SO, — 76 600 3,92 


* N. F. Burk, J. Biol. chem. 98, 353, 1932. 
** G.S. Adair, Proc. Roy. Soc. 120, 573, 1928. 
*** GS. Adair, Biochem. J. 24, 1864, 1930. 


. Mvogen ist also ein maBig hydratisierter Eiweibkérper mit kugel- 
formigen Teilchen vom (Molekular-)Gewicht 81000* und einem 
Wirkungsvolumen von 1,98 ccm ‘g. 

Von konzentrierten Harnstofflésungen ist bekannt, daB sie die 
Teilchengewichte mancher EiweiSkérper stark verkleinern!. Verhaltnis- 
maBig haufig werden Teilchengewichte gréBer als 34500 gerade auf 
diesen Wert herabgesetzt. Auch bei Myogenlésungen ist das so: Der 


* De Caro gibt fiir Myoprotein aus MuskelpreBsaft — einen Eiweib- 
kérper, der allgemein wie von ihm selbst fiir identisch mit Myogen gehalten 
wird — ein Teilchengewicht von 290000 (Amer. J. of Physiol. 90, 325, 1929) 
bis 3200000 (Arch. di Sci. biol. 14, 247, 1930) an. Teilchengewichte und 
seine Angabe, sein EiweiBkérper sei in H,O unléslich, sprechen gegen die 
Ubereinstimmung mit genuinem Myogen. 

1 Burk u. Greenberg, J. Biol. Chem. 137, 197, 1930; Huang u. Wu, 
Chin. J. Physiol. 4, 221, 1930. 
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osmotische Druck einer 2°,igen Lésung steigt bei Gegenwart von 
36 bis 45°, Harnstoff so, daB sich nach der idealen Formel (1) ein 
Teilchengewicht von 33000 berechnet. Wird dieses auf die van der 
Waalssche Zustandsgleichung korrigiert unter der Annahme, dab die 
GréBe von 6 durch den Harnstoff nicht geandert wird, so wiirde sich 
das Molekulargewicht 34000 ergeben. 

In konzentrierten Rhodanidlésungen sinkt dagegen der osmotische 
Druck, und zwar so, dab sich in 2°,igen Myogenlésungen unter Vernach- 
lassigung der van der Waalsschen 6-Konstanten in 1,4 mol. NHySCN das 
Molekulargewicht zu 337000, in 3 mol. ein solches zu 354000 berechnet. 
Das ist merkwiirdig, weil Rhodanid ebenso wie Harnstoff die Léslichkeit 
der Eiwei®Bk6érper auBerordentlich erhéht. 


V. Anhang. Die GréBenordnung des Teilchengewichtes vom Myosin. 

Fiir die Analyse der Hyperfeinstruktur des Muskels ist das Teilchen- 
gewicht, mit dem das Myosin aus seiner fibrillaren Struktur in konzentrierte 
Salzlésungen geht, vielleicht noch wichtiger als das Teilchengewicht des 
Mvyogens. Leider ist es nicht genau zu bestimmen, da unverandertes Myosin 
nach Edsal? selbst unter optimalen Bedingungen nicht viel héher als gut 
1°, léslich ist. Da gleichzeitig das Teilchengewicht auBerordentlich hoch 
ist, betragt der osmotische Druck nur wenige Millimeter Ol. Die Wichtig- 
keit des Micellgewichtes rechtfertigt aber auch eine nur gréBenordnungs 
maBige Angabe. Eine 1,02°,ige Myosinlésung ergab nach der klassischen 
Gleichung ein Teilchengewicht von 1270000. eine aut 1.44°,, eingeengte 
Myosinlésung ein solches von 526000. Der richtige Wert mag dem héheren 
Ergebnis naher liegen, da beim Einengen ein gewisser Molekiilabbau nicht 
unwahrscheinlich ist. 

Durch eine 45°,ige Harnstofflésung wird der osmotische Druck ver- 
haltnismaBig viel starker erhéht als beim Myogen; das in der oben angege- 
henen Weise errechnete Molekulargewicht verminderte sich auf etwa LOOQOO0, 


VI. Zusammenfassung. 

1. Fiir die Erforschung des molekularen Feinbaues des Muskels 
ist die Kenntnis des Teilchengewichtes der MuskeleiweiBkérper, des 
Volumens und der Gestalt des Teilchenhydrates Voraussetzung. 

2. Aus osmotischen Messungen kénnen Teilchengewicht und 
Hydratvolumen fiir dialysiertes Myogen sehr genau angegeben werden. 
Das mittlere Teilchengewicht betragt 81000, das Hydratvolumen 
eines Grammes 1,98 cem. Beim Myosin in Edsalscher Losung ist nur 
die gréBenordnungsmaBige Angabe des Teilchengewichtes mdglich. 
Es liegt zwischen 0,6 und 1,2 . 10°. 

3. Das Hydratvolumen des Myogens ist hier als spezifisches van der 
Waalssches Wirkungsvolumen des osmotischen Druckes gemessen: 
Betrachtungen iiber den theoretischen Zusammenhang zwischen 


1G. T. Edsal, J. of biol. Chem. 89, 289, 1930. 
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Hydratationsraum (maximaler  nichtlésender Raum), Quellungs- 
volumen und van der Waals-Volumen lassen dies bei Beriicksichtigung 
des Brechungsexponenten des Myogens und anderer EiweiSkérper 
berechtigt scheinen. 

4. Dieses Volumen von 1,98 ccm stimmt mit dem Viskositats- 
volumen des Myogens von 1,9 iiberein, wenn das Viskositatsvolumen 
nach der Hinsteinschen Kugelformel berechnet wird. Hieraus folgt 
in ausgezeichneter Ubereinstimmung mit dem sonstigen Verhalten 
des Myogens, daB die Teilchengestalt des Myogenhydrates die einer 
Kugel ist. 

5. Ebenso wie bei einer Reihe anderer Eiwei8kérper wird durch 
konzentrierte Harnstoffldsungen das Teilchengewicht des Myogens auf 
34000 herabgesetzt. Beim Myosin erniedrigt sich durch Harnstoff 
das Teilchengewicht auf etwa 100000. Konzentrierte Ammonium- 
rhodanidlésung erhéht dagegen merkwiirdigerweise das Teilchen- 
gewicht des Myogens auf iiber 300000, obwohl sie ein ausgezeichnetes 
Loésungsmittel fiir EiweiBkérper ist. 

6. MuskelpreBsaft enthalt als EiweiBkérper fast ausschlieBSlich 
Myogen. Das Myogen des MuskelpreBsaftes und der gereinigten Lésung 
ist vollstindig oder weitgehend gleich. Die Zusammensetzung des 
MuskelpreBsaftes scheint weitgehend dieselbe zu sein wie die des fliissigen 
Muskelinhaltes, des Sarkoplasmas. MuskelpreBsaft enthalt etwa 7°, 
Eiwei8, der osmotische Druck einer 7°,igen Myogenlésung von etwa 
20 mm Hg bei 37°C oder ein Wert, der ein wenig héher liegt (Odem- 
bildung bei der Muskeldurchspiilung, isoelektrischer px statt physiologi- 
scher pu) dirfte also auch der kolloidosmotische Druck des lebenden 
Saiugetiermuskels sein. 
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Die Maximalgrenzen der Alkoholkonsumption. 


Von 
Erik M. P. Widmark. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 


(Eingegangen am 13, Januar 1935.) 


Durch Aufstellung des mathematischen Ausdruckes, der den Zu- 
sammenhang zwischen der vom Darmkanal resorbierten Alkoholmenge 
und der Konzentration im Blute angibt, werden gewisse theoretische 
Berechnungen tiber die Maximalgrenzen der Alkoholkonsumption méglich, 
sowohl wenn es sich um die akute wie wenn es sich um die chronische 
Intoxikation handelt. Solche Berechnungen scheinen mir ein gewisses 
Licht auf die Natur des Alkoholismus zu werfen und gestatten es, die 
Erscheinungen des chronischen Alkoholismus einer  interessanten 
zahlenmaiBigen Behandlung zu unterziehen. Hiergegen kann ein- 
gewendet werden, daB eine derartige theoretische Schematisierung 
eines klinischen Problems eine Gefahr dafiir bildet, daB man allzusehr 
die Eigenart des konkreten Falles vernachlissigt, insbesondere wenn 
es sich um eine so stark wechselnde Erscheinung wie den chronischen 
Alkoholismus handelt. Auch wenn dies zugegeben werden kann, so 
scheint es mir doch, als ob die GesetzmaBbigkeit, die als das Ergebnis 
der experimentellen Forschung uns entgegentritt, der klinischen An- 
schauung zugrunde zu legen sei, wenn auch der Kliniker realiter niemals 
vor einem Falle mit so schematischer Einfachheit stehen wird, wie ihn 
die Theorie schildert. 

Die vorstehend angedeutete Formel ist die folgende: 

A = pr (ce, + Bt), 

worin A = die vom Darmkanal resorbierte Alkoholmenge in Gramm, 
p = das Korpergewicht in Kilogramm und ¢ = die Zeit in Minuten 
vom Beginn der Konsumption ist. r und # sind individuelle Konstanten, 
von denen die erste ein Reduktionsfaktor ist, indem das Produkt pr 
die gedachte Kérpermasse angibt, in der der Alkohol iiberall die gleiche 
Konzentration aufweist wie im Blute. £ gibt den Konzentrationsfall 
pro Zeiteinheit im Blute bei Diffusionsgleichgewicht zwischen Alkohol 
in Blut und Geweben an!. 


' In bezug auf die experimentelle Grundlage der Formel sei auf die 
Monographie des Verfassers verwiesen: Die theoretischen Grundlagen und 
die praktische Verwendbarkeit der gerichtlich-medizinischen Alkohol- 
bestimmung. Urban u. Schwarzenberg, Berlin 1932. 
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Der akute Alkoholtod. 

Welches ist die Dosis letalis fiir Athylalkohol? Diese Quantitit 
ist hier als die Summe der Menge des Giftes im Organismus zu definieren 
die minimal die fiir den Fortbestand des Lebens ertragliche tiberschreitet, 
und der Menge, die eventuell dariiber wahrend der Einverleibungszeit 
auf Grund der Umwandlung des Giftes zugefiihrt werden muB. 

Die Alkoholmenge im Organismus (a) wird durch den Ausdruck 
a — pr.e angegeben und ist also eine Funktion der Konzentration im 
Blute (ce). Die waihrend der Zeit fiir die Erreichung dieser Konzentration 
umgesetzte (b) (verbrannte und ausgeschiedene) wird angegeben durch 
b pr. pt. 

Hierzu kommt bei der Einverleibung des Alkohols per os eine 
eventuelle im Todesaugenblicke noch im Darmkanal vorhandene Quanti- 
tat. Auf diese wird im folgenden nicht Riicksicht genommen, da die- 
selbe physiologisch betrachtet als nicht dem Organismus einverleibt 
aufzufassen ist. 

Wenn das Problem in bezug auf die Dosis letalis acuta als Frage 
nach der kleinsten Menge Alkohol formuliert wird, die eine Person auf 
einmal einnehmen soll, damit der Tod hierdurch herbeigefiihrt wird, 
kann man postulieren, daB die Resorption dieser Alkoholmenge an- 
nihernd vollstaéndig sein soll (Konsumption bei leerem Magen) und 
daB diese Resorption so schnell erfolgt ist, daB die Menge umgewandelten 
Alkohols im Vergleich mit der im Organismus im Todesaugenblicke 
vorhandenen vernachlassigt werden kann. Die Dosis letalis acuta (a) 
ist dann offenbar a = pr.c. 

Zur Durchfiihrung dieser Berechnung sind also quantitative An- 
gaben fir die drei Faktoren p, r und ¢ erforderlich. Uber das Kérper- 
gewicht braucht nichts Weiteres gesagt zu werden. Der Faktor r ist 
von uns in einer gréBeren Anzahl von Fallen fiir Manner zu 0,68 mit 
der Streuung (6) — 0,085 und fiir Frauen zu 0,55 — 0,055 bestimmt 
worden. 

Schwieriger ist es, die letale Alkoholkonzentration im Blute (c) 
anzugeben. Der akute Alkoholtod tritt bekanntlich in der Regel nicht 
in der Form als Folge eines regelrechten Narkosetodes durch Lahmung 
des Atmungszentrums oder durch mangelnde Herztatigkeit auf. In 
der Praxis spielt diese Narkotisierung zu Tode eine ziemlich unter- 
geordnete Rolle im Vergleich mit den akzidentellen Todesursachen, 
vor allem Erstickung durch Inhalation von erbrochenem Ventrikel- 
inhalt, Erstickung durch in anderer Weise gehinderte Respiration 
(Kérperlage, angespannte Bekleidungsstiicke usw. wahrend des Nar- 
kosestadiums). Der akute Alkoholtod ist daher in hohem Grade von 
den augenblicklichen Umstanden im Zeitpunkte des Eintrittes des 
Todes abhangig, und es ist daher auch selbstverstandlich, daB unter 
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solehen Verhaltnissen die vorhandene Alkoholkonzentration binnen 
weiten Grenzen variieren kann. Eine exaktere Bestimmung dieser 
Grenzen ist weder von theoretischen oder gerichtsmedizinischen Gesichts- 
punkten von gréBerem wissenschaftlichen Wert. Aus dem Material, 
das in der Literatur zur Verfiigung steht, und aus den Beobachtungen, 
die der Verfasser zusammen mit EF. Sjdvall (lc. S.129) in gerichts- 
medizinischer Praxis gemacht hat, geht indessen hervor, daB 4° 49 
im Blute als die Grenze betrachtet werden kann, unter der der Alkohol- 
tod verhaltnismaBbig selten eintritt, waihrend 6°/4) eine Konzentration 
sein diirfte, die selten oder niemals bei einer Person beobachtet worden 
ist, die eine solche Intoxikation tiberlebt hat. Der folgenden Berechnung 
diirften 5° 4, als jener Wert zugrunde gelegt werden kénnen, um den 
sich die Concentratio letalis sanguinis am nachsten bewegt. 

Wenn man in die obenstehende Formel die Werte fiir die 
K6rpergewichte von 4 bis 130 kg und fiir r den Mittelwert r — 26 
und r—-26 fiir Manner bzw. Frauen einsetzt, werden Werte fiir die letale 
Alkoholmenge im Organismus unter der Voraussetzung erhalten, dab 
der Tod bei der Konzentration von 5° 9, eintritt (Tabelle I). 


Tabelle I. 
Die letale Alkoholmenge im Organismus in Gramm. Die Kolonne 5 pr 
gibt die Mittelwerte an, 5p (r 20) und 5 p(r + 26) die Grenzen, inner- 
halb deren die Alkoholmenge mit einer Sicherheit von ungefahr 20 : | auf 
Grund der individuellen Unterschiede in der Konstanten variieren kann. 





Korpergewicht Manner Frauen 
in kg ag eee +e ge Pe - = ‘ 
5 pr 5p(r+ 20) 5pi(r—2e) 5pr 5 pir +26) Spir— 2e) 

4 14 17 10 11 13 9 

5 17 21 13 14 17 11 
10 34 43 26 28 33 22 
20 68 85 51 55 66 44 
30 102 128 77 83 99 66 
40 136 170 102 110 132 88 
50 170 213 128 138 165 110 
60 204 255 153 165 198 132 
70 238 298 179 193 231 154 
80 272 340 204 220 264 176 
90 306 383 230 248 297 198 
100 340 425 255 275 330 220 
110 374 468 281 303 363 242 
120 408 510 306 330 396 264 
130 442 553 332 358 429 286 


Ein besser verstaindliches Ma fiir die hier in Rede stehenden 
Alkoholquantitaéten erhalt man, wenn sie in cl 40-volumprozentigen 
Alkohols laut in Schweden gebrauchlicher Weise ausgedriickt werden. 
Derartige Werte werden erhalten, wenn man die Alkoholmenge in 
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Gramm durch 3,2 dividiert. Ein Schnaps, ein Glas Kognak, Wisky 
oder Likér betragt im schwedischen Spirituosenausschank 5 cl. 

Kine derartige Umrechnung ergibt, daB ein Schnaps (5 cl = 16 q) 
fiir ein Kind von 4 bis 5 kg Gewicht letale Dosis ist. Fiir Erwachsene 
findet man, da diese Quantitat bei etwa 0,6 bis 0.9 Liter Branntwein liegt 
(fiir einen Mann von 70 kg Gewicht bei etwa 75 cl). Fiir Frauen liegt dic 
Quantitat im Vergleich mit der fiir Manner ungefahr im Verhdltnis 5:7, 
was auf dem niedrigeren Wert von r fiir Frauen beruht. Da hierzu kommt, 
daB die Frau in der Regel geringeres Kérpergewicht als der Mann hat, 
erklart sich hieraus ihre geringere Resistenz gegen Alkohol. 

Die hier durchgefiihrte Berechnung ist, wie erwihnt, von der 
schematischen Annahme ausgegangen, daB der konsumierte Alkohol 
im Todesaugenblick vollkommen resorbiert worden ist. Ferner ist die 
Umsetzung, die seit Beginn der Konsumption stattgefunden hat, ver- 
nachlissigt worden. Bei der Schitzung des Bruttowertes der letalen 
Konsumption miissen demnach die genannten Faktoren beriicksichtigt 
werden. Die im Darmkanal bei Eintritt des Todes vorhandene Alkohol- 
menge kann offenbar innerhalb weiter Grenzen variieren, was vom 
Fiillungsgrad des Magens, der Konzentration des konsumierten 
Alkohols usw. abhangig ist. Der seit Beginn der Konsumption umgesetzte 
Alkohol spielt dagegen eine geringere Rolle, insofern nicht der Abusus 
viele Stunden gedauert hat. Im Durchschnitt kann der pro Stunde 
umgesetzte Alkohol fiir Erwachsene auf etwa 2,5cl geschitzt 
werden, welcher Wert, multipliziert mit der Anzahl verflossener Stunden, 
also zu den Quantitaten in Tabelle I hinzuzufiigen ist. 


Die Alkoholkonsumption beim chronischen Alkoholismus. 


Es diirfte ein Charakteristikum fiir den chronischen Alkoholiker sein, 
daB nach und nach, wie der Einflu8 des Alkohols auf ihn zunimmt, die 
Zeiten, wihrend deren sein Organismus unter AlkoholeinfluB steht, 
allmahlich zunehmen; die alkoholfreien Intervalle werden zunehmend 
kiirzer. SchlieBlich kénnen die freien Intervalle ganz aufhéren. Die 
Konsumption pro Tag hat hierbei einen Maximalwert erreicht, iiber den 
sie nicht steigen kann, wenn nicht eine von Tag zu Tag erhéhte Akkumula- 
tion von Alkohol im Organismus die Folge sein soll. Dieser Grenzwert 
fiir die Alkoholkonsumption wird durch die Menge Alkohol bestimmt, die 
pro Tag umgesetzt (verbrannt und eliminiert) werden kann. 

Da der Alkohol mit einer Geschwindigkeit umgesetzt wird, 
die von der Konzentration in den Geweben unabhangig ist, sobald 
diese iiber einen sehr unbedeutenden Wert gestiegen ist, braucht bei 
der Berechnung der pro Tag umgesetzten Alkoholmenge (6) auf die 
im Organismus vorhandene Alkoholmenge keine Riicksicht genommen 
zu werden. Diese Berechnung wird mit folgender Formel ausgefiihrt : 
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b=p.r.p.t. Der Mittelwert fiir # ist fiir Manner 0,0025 mit der 
Streuung — 0,00056 und fiir Frauen 0.0026 mit der Strevung — 0,00037, 
wobei ¢ in Minuten und die Konzentration in Promille ausgedriickt wird. 

Um eine Auffassung von der GréBe der Alkoholumsetzung zu 
erhalten, die waihrend eines Tages stattfinden kann, berechnen wir 
dieselbe. 

a) Fir einen Mann mit / = 0,0025°/o9)/Minute, Kérpergewicht 70 kg 
und r = 0,68: 6 = 70. 0,68 . 0.0025 . 1440 l7lg 54 cl Branntwein. 

b) Fir einen Mann mit ungewéhnlich hohen individuellen Konstanten, 
fp = 0,0040, Korpergewicht 120 kg und r = 0,85: 6b 120. 0,85 . 0.0040 
. 1440 = 588g = 184 cl Branntwein. ; 

c) Fir eine Frau mit / = 0,0026°/o)/Minute, Koérpergewicht 60 kg 
und r = 0,55: b = 60.0,55. 0.0026. 1440 l24¢ 39 ¢cl Brantwein. 

d) Fir ein Kind mit fP = 0,0025°/))/Minute, Korpergewicht 5 kg und 
r = 0,68: b 5. 0,68 . 0.0025 . 1440 = l2¢g 4c¢l Branntwein. 

Diese Werte reprasentieren also die Mengen Alkohol, die die ver- 
schiedenen Individuen konsumieren miissen, damit die alkoholfreien 
Intervalle verschwinden. Hierbei ist es gleichgiiltig, ob die Quantitat 
in wenigen groBen Portionen mit langen Zeitintervallen dazwischen 
eingenommen wird, oder in kleinen Quantitaten mit kurzen Intervallen, 
wenn nur die Bedingung eingehalten wird, daB eine neue Quantitit 
vor dem vollstandigen Verbrennen der vorigen eingenommen wird. 
Die Wirkung des Alkohols wird dagegen eine héchst verschiedene, je 
nach der Art, in der er eingenommen wird. Trinkt Fall a) die ganze 
Tagesmenge auf einmal, wird der Maximalwert im Blute auf etwa 
3,4 bis 3,6°/,, steigen, und es kommt zu einer deutlichen Berauschung. 
Wird dagegen die gleiche Quantitaét in der Form eines Sghnapses un- 
gefaihr jede zweite Stunde getrunken, so ist ein Auftreten von deutlichen 
Berauschungssymptomen ausgeschlossen. 

Die angegebene Quantitat 1/440 p.r. fp ist indessen auch in einer 
anderen Hinsicht von Interesse, da sie die griBte Quantitdt angibt, dir 
pro Tag konsumiert werden kann, ohne dap eine Akkumulation eintritt. 
Im Beispiel a) betrug diese 171 g Alkohol. Werden dagegen wahrend 
eines Tages z. B. 190 g getrunken, verbleiben zu Beginn des folgenden 
Tages 19g im Organismus. Wird der AlkoholgenuB in dieser Weise 
fortgesetzt, mu das Individuum nach 10 Tagen 190g Alkohol im 
Koérper haben, und nach einigen weiteren Tagen wiirde diese Quantitat 
letale Mengen erreicht haben. Wir sehen also, daB die Alkoholkonsumption 
eine bestimmte Maximalgrenze hat, unter der Voraussetzung, das fp, p 
und r unverandert bleiben. Es ist natiirlich, daB allmahlich kleine Ver- 
anderungen dieser Werte cintreten miissen ; eine Veranderung des Korper- 
gewichtes bedingt oft eine gewisse Veranderung von r. Auch besteht 
die Méglichkeit, daB f mit der Zeit Verainderungen erfahrt. DaB die 
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erhéhte Toleranz, die die Gewohnung an den Alkohol mit sich bringt, 
ihre Erklirung darin haben kénnte, daB die Umsetzung zunimmt, 
daB also f gréBer werden sollte, ist nicht bewiesen und kaum wahr- 
scheinlich. Diese geringere Empfindlichkeit fiir Alkohol, die der 
Alkoholiker oft zeigt, tritt schon wahrend der ersten Stunden nach dem 
GenuB einer groBen Quantitat zutage, also in einem so friihen 
Zeitpunkt, daB eine erhéhte Umsetzung sich unméglich wesentlich 
geltend machen kann. Wenn demnach auch geringere Verschiebungen 
der in Rede stehenden Konstanten vorkommen, so wird doch der 
prinzipielle Inhalt des oben Gesagten nicht verandert. 


Wenn man nun aus zuginglichen Quellen versucht, sich eine Auf- 
fassung von der GréBe des durchschnittlichen Trinkquantums des 
chronischen Alkoholikers zu bilden, wird man finden, daB dieses etwa 
der durch obige Zahlen angegebenen GréBenordnung entspricht: 
'', Liter Branntwein pro Tag fiir einen Mann von gewdéhnlicher 
Korpergr6Be. Umgerechnet in 5-volumprozentiges Pilsener Bier erhalt 
man 4 bis 5 Liter, ein Quantum, das ungefahr der Tagesration eines 
Biertrinkers entsprechen diirfte. Wir kommen also zu dem Schlupsatz, 
dap das Trinkquantum des chronischen Alkoholikers sich der Grenz 
fiir die maximale Umsetzung nahern kann, wobei also die alkoholfreien 
Intervalle zu verschwinden beginnen. Diese Maximalgrenze kann indessen 
nur gelegentlich  iiberschritten werden, und dann mup ein ent- 
sprechend geringerer AlkoholgenuB folgen, wenn es nicht zu Akku- 
mulation kommen soll. 


Durch diese Betrachtungsweise kénnen wir zu einer quantitativen 
Schatzung des Trinkquantums eines Individuums im Verhaltnis zu seiner 
Konstitution “gelangen. Bezeichnen wir den Alkoholkonsum wahrend 

100. P 
1440. pr. B 
ausgedriickt in Prozenten an, wihrend dessen Alkohol auf Grund Ge- 
nusses von alkoholhaltigen Getranken im Organismus vorhanden ist. 
Ein Konsum von 1440 pr. 8/Gramm hat also den Wert 100; zwei 
Schnapse, eingenommen von einem Manne von 70 kg, geben durch- 
schnittlich den Wert 20 usw. 


eines Tages mit P, so gibt der Bruch jenen Teil des Tages 


Diese Zahl darf indessen nicht ohne weiteres als ein Ma fiir den 
Grad der deletiren Wirkung des Alkoholgenusses auf den Organismus 
betrachtet werden. Denn die gleiche Quantitat, aufeinmal eingenommen, 
gibt zufolge der resultierenden héheren Konzentration im Blute wahrend 
der Zeit unmittelbar nach dem Genu8 stairker hervortretende Intoxika- 
tionssymptome, als wenn sie in mehreren kleinen Portionen eingenommen 
wird. Die Zeit, wihrend der das Blut eine erhéhte Alkoholkonzentration 
besitzt, ist jedoch in beiden Fallen dieselbe. 
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Auch wenn der Konsumptionswert 100 vorliegt, wenn also die 
maximale Quantitit pro Tag konsumiert wird, so kann doch die Wirkung 
des Alkohols auf den Organismus auch in einer anderen Hinsicht grund- 
verschieden sein. Es ist eben hervergehoben worden, dab, wenn diese 
Quantitét geniigend gleichmaBig auf alle Stunden des Tages verteilt 
wird, die Alkoholkonzentration im Blute keine betrachtlichen Werte 
erreichen wird, da der zugefiihrte Alkohol so umgesetzt wird, daB keine 
gréBere Menge Alkohol auf einmal im Organsimus vorhanden sein wird. 
Es liegen also die theoretischen Méglichkeiten dafiir vor, daB eine 
Person lange Zeiten hindurch die maximale Quantitat konsumieren kann, 
ohne daB der Alkoholgehalt des Blutes jemals solche Werte erreicht, daB 
Berauschungssymptome auftreten. Bei dieser Art des Alkoholgenusses 
halt sich die Alkoholkonzentration bestandig in der Nahe des Nullwertes. 

Geht man indessen davon aus, da diese maximale habituelle 
Konsumption bei einer Gelegenheit stattfindet, wo schon eine gewisse 
Menge Alkohol im Organismus vorhanden ist, so trigt diese dazu 
bei, daB die Ursprungskonzentration im Korper  beibehalten wird 
Setzt der maximale Konsum in einem Zeitpunkte ein, wo die 
Alkoholkonzentration des Blutes z. B. 2°/4, betragt, werden die 
Fluktuationen durch die Konsumption die ganze Zeit den Anfangs- 
wert superponieren. Mit der maximalen Konsumption kann also 
jede belichbige Alkoholmenge im Blute beibehalten werden. Dies ist von 
gewisser praktischer Bedeutung fiir das Verstindnis der Natur des 
chronischen Alkoholismus. Bei zwei Personen mit gleichen individuellen 
Konstanten kann die gleiche Konsumption bei der einen einen gewissen 
niedrigen Durchschnittswert bedingen, bei der anderen einen hohen. Bei 
der einen brauchen keine Berauschungssymptome aufzutreten, die andere 
kann mit dem gleichen AlkoholgenuB in einem bestindigen Rausch 
leben. Es ist zu erwarten, daB die letztere, deren Trinkquantum nicht 


mehr als mit der Ausgangsquantitat die in quantitativer Hinsicht 
vernachlissigt werden kann -— die der ersten iiberschreitet, in be- 


deutend héherem Grade den schadlichen Wirkungen des Alkohols aus- 
gesetzt ist. 

Das schematische Bild der ungehemmten Entwicklung des chroni- 
schen AlkoholmiBbrauches soll also in folgender Weise dargestellt 
werden kénnen: 

Die tigliche Konsumption nimmt anfangs zu, so da die alkohol- 
freien Intervalle zunehmend kleiner werden, um schlieBlich ganz zu ver- 
schwinden. Hierbei hat der Alkoholgenu8 praktisch genommen seinen 
Maximalwert erreicht, den er nicht tiberschreiten kann, da eine fort- 
schreitende Akkumulation binnen kurzem zu letalen Alkoholquantitaten 
im Organismus fiihren wiirde. Die weitere Entwicklung des Zustandes 
besteht in einem Bestreben, den Mittelwert, um den die Alkoholkonzen- 
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tration im Blute fluktuiert, mehr und mehr zu erhéhen. Diese erhdhte 
Mittellage wird ohne gr6éBere Erhéhung der maximalen Konsumption 
beibehalten. 


Die Maximalgrenzen fiir die Konsumption von Holzgeist. 


Athyl- und Methylalkohol gehorchen den gleichen Gesetzen in 
bezug auf Ausbreitung und Umsetzung im Organismus. Der griBte 
Unterschied zwischen ihnen besteht darin, da der Methylalkoho! 
bedeutend langsamer umgesetzt wird. Die Umsetzungsgeschwindigkeit 
beim Menschen kennen wir nicht, wir sind diesbeziiglich auf Tier- 
versuche angewiesen. Auf Grund von Versuchen von Bildsten (1. ¢. 8.74) 
kénnen wir fiir 6 bei Kaninchen den Mittelwert zu 0,0008 annehmen. 
Den entsprechenden Wert fiir Athylalkohol hat Olow (1. ¢. 8.78) in 
einer groBen Anzahl von Versuchen im Durchschnitt zu 0,0042_ fiir 
Kaninchen bestimmt. Hieraus geht hervor, daB bei diesem Tiere der 
Athylalkohol etwa fiinfmal schneller umgesetzt wird als der Methyl- 
alkohol. 

Wenn wir annehmen, daB die gleiche Proportion zwischen den 
Umsetzungsgeschwindigkeiten der beiden Stoffe beim Menschen vor- 
handen ist, kénnte # fiir Methylalkohol zu 0,0005°/,,/Minute geschatzt 
werden. Wenn wir ferner annehmen -— was berechtigt ist —, daB der 
Faktor r fiir Methylalkohol ungefahr derselbe ist wie fiir Athylalkohol, 
kénnen wir die maximale Umsetzung von Methylalkohol fiir einen 
Mann von 70 kg wie folgt berechnen: b = 1440 . 70 . 0,68 . 0,0005 = 34 g. 

Dies bedeutet also, daB, wenn Methylalkohol wahrend einer Reihe 
von Tagen in einer Quantitét konsumiert wird, die etwas mehr als 
zwei Schnipse 40 volumprozentigen Getriinkes tiberschreitet, dies zu 
einer Akkumulation fiihrt, wobei der Gehalt des Blutes von Tag zu Tag 
zunimmt. Der bedeutungsvolle Unterschied zwischen der allgemeinen 
narkotischen Wirkung von Methyl- und Athylalkohol tritt hier zutage. 
Drei Schnapse Athylalkohol pro Tag brauchen keine Berauschungs- 
symptome hervorzurufen. Auch der Methylalkohol braucht an den 
ersten Tagen keine solehe Wirkung zu haben. Erst am dritten oder 
vierten Tage diirfte die Akkumulation sich geltend machen. Viel 
linger als eine Woche diirfte man eine solche tagliche Methylalkohol- 
konsumption nicht fortsetzen kénnen, und die Erfahrung diirfte zeigen, 
daB der Alkoholgehalt im Blute von methylalkoholvergifteten Personen 
haufig erstaunenswert hoch ist. 


Zusammenfassung. 
1. Unter der Annahme, daB die letale Alkoholkonzentration im 
Blute 5°/o9 ist, wurde die Dosis letalis acuta fiir Personen von ver- 
schiedenem Kérpergewicht und verschiedenem Geschlecht zu den in 
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Tabelle I angegebenen Quantititen berechnet. Zu diesem kommt 
iiberdies der konsumierte, aber noch nicht resorbierte Alkohol und der 
seit Beginn der Konsumption umgesetzte. Die auf diese Weise erhaltenen 
Werte stimmen gut mit den klinischen Beobachtungen tiberein. 

2. Bemerkenswert ist die geringe Quantitét Athylalkohol, die die 
tédliche Menge fiir Kinder des ersten Lebensjahres darstellt: sie betrigt 
11 bis 14g. 

3. Eine Alkoholkonsumption wiahrend lingerer Zeit kann einen 
gewissen Maximumwert pro Tag nicht tiberschreiten. Diese Quantitat 
(die Maximumkonsumption) entspricht der pro Tag umgesetzten Quanti- 
tit und betrigt fiir einen Mann von 70 kg Gewicht etwa 170 g (ent- 
sprechend 1/, Liter Branntwein), fiir eine Frau von 60 kg etwa 
120 g (0,4 Liter Branntwein) und fiir ein Kind im ersten Lebensjahre 
etwa 12g (40 ccm Branntwein). Die Maximalkonsumption wahrend 
langerer Zeit kann nicht iiberschritten werden, da dies zu einer Akkumu- 
lation von bestandig zunehmender Quantitaét ftihren mub. Beweise 
dafiir, daB die Maximalkonsumption bei Trinkern gréBer ist als bei 
Abstinenzlern, liegen nicht vor. 

4. Die Maximalkonsumption von Methylalkohol betragt fiir einen 
Mann von 70 kg wahrscheinlich nur 34g, was also die Méglichkeiten 
fiir eine Akkumulation dieses Alkohols betrachtlich erhéht. Bei Kon- 
sumption von drei Schnapsen 40-volumprozentigen Methylalkohols pro 
Tag dirfte schon nach 1 Woche eine lebensgefihrliche Akkumulation 
vorliegen. 
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Zur Darstellung 
der optisch aktiven Formen des sekundiren Butylalkohols'. 


Von 
F. Viditz. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Koln.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1935.) 


Fir pharmakologische Untersuchungen*, deren Anregung_ ich 
: Herrn Professor Schiller verdanke, benétigten wir entsprechende 
und annahernd gleiche Mengen von (+-)- und (—)-sek. Butylalkohol. 

Nach den Angaben von Pickard und Kenyon*, welche reinen 
(+-)-sek. Butylalkohol aus Brucin-(+ )-sek. Butylphthalestersduresalz, 
etwa 98°, igen (—)-sek. Butylalkohol aus Cinchonidin (—)-sek. Buty]- 
bernsteinestersiuresalz hergestellt haben, ware es selbst bei Anwendung 
der groBen Materialmengen, wie sie von den Autoren eingesetzt 
wurden, nicht méglich gewesen, fiir unsere Zwecke geniigende Mengen 
eines optisch hinreichend reinen (—-)-sek. Butylalkohols zu erhalten. 

Dureh Auffinden des Brucin-(—)-sek. Butylphthalestersauresalzes 
und durch Anwendung eines Kunstgriffes gelang es uns, die beiden 
diastereomeren Brucinsalze der sekundiren Butylphthalestersiure aus 
demselben Lésungsmittel einzeln zur Abscheidung zu bringen. Die 
Darstellung von reinem (+-)- und hochprozentigem (—_)-sek. Butyl- 
alkohol wird dadurch wesentlich vereinfacht. 

Bei Nacharbeitung der Angaben von Pickard und Kenyon stellte sich 
heraus, daB die Autoren bei der Isolierung des Brucin-(-+ )-sek. But yl- 
phthalestersaéuresalzes mit hochgradig und in bezug auf die beiden diastereo- 
meren Brucin-Phthalestersaiuresalze iibersattigten Lésungen  gearbeitet 
hatten, deren Ubersattigung durch eine Verunreinigung (aus Brucin stam- 
mend) stabilisiert wurde. Sind die verwendeten Substanzen hinreichend 
rein, so erhalt man schon beim Zufiigen des Brucins zur Acetonlésung der 
racemisch-sekundaren Butylphthalestersiiure eine so reichliche Kristalli- 


' Die vorliegende Arbeit wurde erméglicht durch die Unterstiitzung 
der Johann-Hamspohn-Stiftung und der Osterreichisch-Deutschen Wissen- 
schaftshilfe. Beiden sei an dieser Stelle bestens gedankt. 

: 2 Veréffentlichung erfolgt an anderer Stelle. 
3 J. Chem. Soc. 103, 1923. 
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sation, daB das Reaktionsgemisch zu einem Brei erstarrt, entgegen den 
Angaben der Autoren, die die Lésung zur Kristallisation noch einengten. 
Nach einigen Stunden im Eiskasten ist das Gewicht der abfiltrierten und 
getrockneten Kristallmasse nahezu gleich der Summe _ beider  Salze. 
Wahrend Pickard und Kenyon miBblungene Versuche anderer Autoren auf 
mangelnde Reinheit der Phthalestersaure zuriickfiihren', haben wir von 
dieser Seite nie eine Stérung beobachtet. 

In schematischer Beschreibung stellt sich unser Trennungsverfahren 
folgendermaben dar: Aus einer Acetonlésung von hoher Konzentration 
werden bei erhéhter Temperatur Mischkristalle, die (abgesehen von 
Kristallaceton) aus 80°, Brucin-(+-)-sek. Butylphthalestersiure und 
20°,, Brucin-(—-)-sek. Butylphthalestersiure bestehen, abgeschieden. 
Aus diesen wird durch Umkristallisieren aus Aceton und Methylalkohol 
das reine Brucin-(-})-sek. Butylphthalestersiuresalz erhalten. 

Im Temperaturgebiet von — 5 bis -+- 60° ist das Brucin-( —)-sek. 
Butylphthalestersiuresalz viel leichter léslich als das Brucin-(-—-)-sek. 
Butylphthalestersauresalz. Auf Grund des groben Léslichkeitstempe- 
raturkoeffizienten des ersteren und einer Kristallisationsverzégerung 
des letzteren Salzes, die mit der Existenz von einem oder mehreren 
Umwandlungspunkten dieses Salzes in Zusammenhang steht, gelingt 
es, Mischkristalle, die zu 75°,, aus Brucin-(—)-sek. Butylphthalester- 
siuresalz bestehen, abzutrennen und auf ahnliche Art weiter zu reinigen: 
Die Mutterlauge von den (-+-)-Mischkristallen wird mit Aceton stark 
verdiinnt, einige Zeit gekocht, dann rasch abgekiihlt und bei — 2 bis — 5° 
12 Stunden der Kristallisation iiberlassen. 

Es war uns allerdings nicht méglich, mehr als 95°, Gehalt an 
(—-)-Form zu erzielen. Da das Material fiir andere Untersuchungen 
benétigt und fiir diese hinreichend rein war, muBten wir Versuche, 
volistindige Reinigung zu erzielen, aufgeben?. 

Die Existenz wenigstens eines Umwandlungspunktes des Brucin-(— )- 
sek. Butylphthalesterséuresalzes ist durch Isolierung einer zweiten 
Form dieses Salzes erwiesen. 


Experimenteller Teil. 
Tsolierung des Brucin- (+ )-sek. Butylphthalestersduresalzes. 


Eine Reihe von gewogenen 750-cem-Erlenmeyer-Kolben wird mit 
je 30g racemischer-sekundarer Butylphthalesterséiure*® beschickt und die 


1 J. Chem. Soc. 103. 1937 schreiben Pickard und Kenyon: ... .. want 
of purity of the hydrogen phthalate appears to be the cause of failure on 
the part of some investigators to repeat resolutions previously described.” 

2 Die bei solchen Trennungen auftretenden Schwierigkeiten kénnen 
oft ganz betrachtliche sein. Vgl. z. B. v. Falkenhausen, diese Zeitschr. 242, 
472, 1931 und v. Falkenhausen u. C. Neuberg. 1. ce. S. 482. 

3 Pickard u. Kenyon, J. Chem. Soc. 99, 58, 63. 
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Sdure mit 375 ccm wasserfreiem Aceton in Lésung gebracht. Nach kurzem 
Aufkochen im Wasserbad werden in die noch heibe Lésung 53,1 g trockenes, 
gereinigtes Brucin' eingetragen und dann gekocht, bis alles Brucin in Lésung 
ist. Die Lésungen werden 3 Tage bei 38° gehalten und von Zeit zu Zeit 
kraftig umgeschiittelt, um die Ubersattigung nach Moéglichkeit aufzuheben. 
Die Kristallisation wird dann abgesaugt. Sie besteht aus Mischkristallen, 
die rund 80°, Brucin-(+)-sek. Butylphthalesterséiuresalz und 20°, 
Brucin-(—)-sek. Butyl phthalesterséuresalz enthalten. Die Ausbeute betragt 
im Mittel 30 ¢. 

Die Filtrate von diesen (-+-)-Mischkristallen werden in die zugehérigen 
Kolben zurtickgebracht und dienen zur Gewinnung des entsprechenden 
(——)-Salzes. 

Zur RKeinigung der (-+-)-Mischkristalle werden diese aus siedender, 
annihernd gesattigter Acetonlésung mehrmals umkristallisiert. Es empfiehlt 
sich, dazwischen wenigstens einmal aus Methylalkohol umzukristallisieren. 

Zur Priifung des Reinheitsgrades wurden Proben des Salzes zerlegt 
und die freie Saure polarimetrisch untersucht: Die Hauptmenge des Brucins 
wird durch n/20 Natronlauge gefallt, das Filtrat vom Brucin angesduert 
und mit reinstem Benzol ausgeschiittelt. Zur vollstandigen Entfernung 
des Brucins wird die benzolische Lésung mit n Salzséure bis zum Verschwinden 
der Brucinreaktion ausgeschiittelt. Nach Entfernung der Salzséure durch 
Ausschiitteln mit Wasser usw. wird die Esterséiure durch Abdampfen des 
Benzols im Vakuum isoliert. 

Z.B. wurden aus fiinf Ansatzen (zu je 30g racemisch-sekundarer 
Butylphthalestersiure und 53,1 g Brucin) 170g (-+)-Mischsalz erhalten. 
Die zugehérige Saure hatte ein [a}0° = + 23,2, woraus sich der Prozent- 
gehalt des Mischsalzes an Brucin-(-+)-sek. Butylphthalesterséuresalz zu 
79,8°, ergibt (berechnet mit [«}° = + 39,0; siehe unten). Nach ein- 
maligem Umkristallisieren betrug die erhaltene Substanzmenge 63°), der 
angewandten; die spezifische Drehung der freien Saéure war auf 
(«2° = + 33,45 gestiegen, was einem Prozentgehalt von 92,9 (-+-)-sek. 
Butylphthalesterséure entspricht. |. Nochmaliges Umkristallisieren ergab 
71°, der hier angewandten Menge und eine freie Saure mit [a0 = + 36,97 
oder 97,4°,. 


Die reinste (+ )-sek. Butylphthalesterséiure, die wir erhalten haben, 


. 


hatte [0° - + 39,0 bei ¢ = 0,02 in 96°, igem Athylalkohol. Bei e = 0,05 
wurde [aj = + 38,56 gefunden, wahrend Pickard und Kenyon (I. c.) 
bei derselben Konzentration [aj = 38,44 bis 38,97 fanden. Das ent- 
sprechende Brucinsalz hatte bei c = 0,02, [«]2° =— 4,7. Aus der oben 


genannten Séure wurde durch Verseifung nach den Angaben von Pickard 
und Kenyon (l.c.) der entsprechende (-+-)-sek. Butylalkohol erhalten. 


Der Drehungswinkel im 1-dm-Rohr war 20” = + 11,07, die spezifische 


Drehung (berechnet mit d = 0,808) [2° = + 13,73. 


1 Das kaufliche Brucin, das sich beim Trocknen verfairbt und braune 
Lésungen gibt, ist fiir die Trennung unbrauchbar. Zur Reinigung wird das 
kiufliche Brucin ohne vorherige Trocknung aus Sprit unter Anwendung von 
‘Tierkohle umkristallisiert und bei 100 bis 110° getrocknet. 
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Zur Gewinnung der zweiten Form des (-+-)-Salzes wurde eine — bei 
Zimmertemperatur gesittigte Acetonlésung von réinem Brucin-( + )-sek. 
Butylphthalesterséuresalz abgekiihlt und wochenlang bei — 2 bis — 5° 
stehengelassen. Zundachst schieden sich recht langsam feine Nadeln ab. 
Nach etwa 5 Wochen waren neben diesen Nadeln auch kérnige Kristalle 
zu sehen, und von da an konnte man die Umwandlung der einen Form 
in die andere fortschreiten sehen. SchlieBlich waren die Nadeln véollig 
verschwunden, und es lagen an ihrer Statt groBe, flache, sechsseitige Kristalle 
am Boden des GefaiBes (ein Kristall hatte die gréBte Lange von 1.3 em). 
Wahrend die bei Zimmertemperatur kristallisierende Form des Brucin-( + )- 
sek. Butylphthalestersiiuresalzes beim Trocknen einen Gewichtsverlust 
von etwa 10°, aufweist, also offenbar Kristallaceton enthalt, hatte die 
zweite Form einen Gewichtsverlust von nur 2°,, der nur auf anhaftendes 
Aceton zuriickzufiihren ist. Beim Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
werden die zunachst klaren Kristalle allmaéhlich triibe, offenbar unter 
Verwandlung in eine andere Form. 


Isolierung des Brucin-(—)-sek. Butylphthalestersduresalzes. 


Die Filtrate von den (+ )-Mischsalzen werden durch Zusatz von Aceton 
auf ein Gewicht von je 578 g gebracht, */, Stunde zum Sieden erhitzt und 
dann unterkiihlt. Beim Unterkiihlen mit Eiswasser ist darauf zu achten, 
daB die Kiihlfliissigkeit nicht bis zur Oberflache der Lésung, sondern bei der 
angegebenen Kolbengr6Be nur bis etwa 5cm unter die Oberflaiche reichen 
darf. Falls zuerst am Rande der Fliissigkeit Kristallisation auftritt, muB 
das Kochen und Unterkiihlen wiederholt werden. Die Kolben werden 
hierauf in den auf —-2 bis — 5° eingestellten Kiihlschrank gebracht und 
nach Animpfen mit gereinigtem (—)-Mischsalz 12 Stunden der Kristalli- 
sation tiberlassen. 


Zur Beschaffung von Impfkristallen wird einer der Kolben nur eben 
aufgekocht, bis alles in Lésung ist, und nach Unterkiihlen bei der niedrigen 
Temperatur etwa 5 Stunden kristallisieren gelassen. Es ist leicht zu er- 
kennen, wann man die Kristallisation abzubrechen hat. Zuerst scheiden 
sich zu Biischeln vereinigte flache SpieBe des (—)-Mischsalzes ab; nach 
langerer Zeit scheiden sich dann Kristallkérner ab, die von den ersteren 
mit der Lupe oder auch mit freiem Auge leicht zu unterscheiden sind. 
Sobald diese auftreten, wird die Kristallisation abgebrochen. Die Kristalle 
werden abgesaugt und aus 10 Volumteilen Aceton in gleicher Weise um- 
kristallisiert. 

Die Kristallisationen! der Hauptmenge werden rasch abgesaugt und 
sofort in den Exsikkator gebracht, da das Salz im Gegensatz zum (-+-)-Salz 
hygroskopisch ist. Nach kurzem Absaugen ist das Aceton entfernt, und die 
Salze werden aus 10 Volumteilen Aceton wie oben (mit Unterkiihlung) 
umkristallisiert. Diese Operation wurde noch zweimal wiederholt. 

Zur weiteren Reinigung wurden die Salze in der 3,5-fachen Gewichts- 
menge Aceton (annahernd gesittigte Lésung) am Wasserbad gelést und bei 
— 2 bis — 5° der Kristallisation iiherlassen. 


1 Es gelingt bei einiger Ubung aus den Filtraten durch Einengen, 
Unterkiihlen und Animpfen nock weitere Anteile des (—)-Mischsalzes 
zu erhalten. Da aber hier die Reproduzierbarkeit nicht gewahrleistet ist, 
sehen wir von naherer Beschreibung ab. 
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Die folgende Ubersicht zeigt beispielsweise den Verlauf einer solchen 
Reinigung: 
Aus den Filtraten der friiher erwahnten fiinf Ansitze wurden 155 g 


(—)-Mischsalz erhalten, deren Saure [= |?°° 


D —- 19,75 hatte, entsprechend 


75,3°, (—)-sek. Butylphthalestersaure. 


Tabelle I. 





Nach dem Umkristallisieren erhaltene [@]y, der zugehorigen Saure (—)-Siture 
Salzmenge in °/9 der jeweils eingesetzten | (¢ — 0,02 in 96/,igem Athylalkohol) 9 

68 — 25, 32.6 
Aus verdiinnter | 71 are rm 
Acetonlosun be id, pases 
g | 78 — 30.1 88.6 
: SS — 31,6 90.5 
Aus konzentrierter | 9? 9 909 
Acetonlosung es 33'9 92.9 


Wie reinste (—)-sek. Butylphthalestersiure, die wir nach diesem Ver- 
fahren hergestellt haben, hatte ein [x] = — 35,33, was einem Gehalt von 


- 


15,2°, entspricht. Méglicherweise kann bei tieferen Temperaturen als den 
oben angegebenen eine raschere und vollstandigere Reinigung erzielt werden. 
Aus technischen Griinden konnten wir diesbeziigliche Versuche nicht auf- 
nehmen. Ein Versuch, mit Methylathylketon als Lésungsmittel eine bessere 
Reinigung zu erzielen, hatte keinen Erfolg. 

Beim (—)-Salz, dessen [«]p in der GréBenordnung — 20 liegt, ware 
es mit hinreichender Genauigkeit médglich, den Reinheitsgrad aus dem 
Drehungswert des Salzes selbst zu bestimmen. Das scheitert aber daran, 
daB das (—)-Salz sonderbarerweise keine konstanten Drehungswerte 


liefert. So ergab ein (—)-Salz mit einem («3° = — 20.58 (c = 0,02 in 
96°.igem Athylalkohol) eine Saure mit [x30 = —-34,88, wahrend eine 
Saéure mit [«}° — 35,33 aus einem Salz erhalten wurde, das bei gleicher 
Konzentration in demselben Lésungsmittel [x }° -— 18,61 hatte. 


Das hochprozentige Brucin-(—)-sek. Butylphthalestersdéuresalz ist bei 
Zimmertemperatur in Aceton, Methylalkohol, Athylalkohol, Benzol und 
Wasser leichter léslich als das Salz der (--)-sek. Butylphthalestersaure. 
Wahrend aber letzteres am Licht bald verandert wird (Auftreten gelbgriiner 
Farbung), erfahrt das erstere kaum eine sichtbare Veranderung. Hingegen 
wird das Brucin-(—)-sek. Butylphthalestersiéuresalz bei 60° im Trocken- 
schrank merklich zersetzt (wahrscheinlich durch Luftfeuchtigkeit), wahrend 
das Salz der (+ )-Saéure auch bei 100° nicht verandert wird. Letzteres 
schmilzt bei 156°; die 94°,igen Mischkristalle des ersteren bei 119 bis 121°. 


Aus einer (—)-sek. Butylphthalesterséiure mit einem [x}20° = — 34,88 
fentsprechend 94,8°,, (—)-Saéure] wurde der entsprechende (—)-sek. Buty]- 


alkohol isoliert. Er wurde iiber Bariumoxyd getrocknet, durch Vakuum- 


destillation vom Bariumoxyd getrennt und zweimal fraktioniert (Kp. = 99°). 
Der Drehungswinkel im 1-dm-Rohr war "4 = — 9,95, a” - 0,807, 
woraus [a1° = — 12,33 folgt [entsprechend 94,4°, (—)-sek. Butyl- 
alkohol}. 
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Anhang. 

Bestimmung der Dissoziationskonstante der racemisch-sekundiren 
Butylphthalestersaure mit Hilfe der Leitfahigkeitsmethode. 

Zu den Messungen, die bei 18° ausgefiihrt wurden, wurde besonders 
yereinigte racemische sek. Butylphthalestersaure (F.57,5-—-58,5°) verwendet, 
deren Reinheit durch Titration gepriift wurde. 

Da die Bestimmung von /, durch lineare Extrapolation nicht moglich 
war, wurde dieses aus dem /, des entsprechenden Bariumsalzes ermittelt. 





Normalitit In A 
0,004 450 0,066 71 - 663 
0,002 225 0,047 17 68,8 
0,001 1125 0,033 35 70.4 
Hieraus folgt nach dem Aohklrauschschen Quadratwurzelverfahren 
- nach Abzug der Korrektur von drei Einheiten - fir das Ba-Salz 
A, = 71,5. Aus lg = 55 fiir), Ba” und |g = 313 fiir H’ ergibt sich fin 


die sek. Butylphthalesterséiure 2, 329.5. 


In der folgenden Tabelle sind die Werte von Ay, nach dem Ostwald schen 





Verdiinnungsgesetz mit A. 329.5 berechnet. 

Normalitit A Wy, 104 
0,012 401 56.4 4,37 
0,011 125 59,1 4,34 
0,009 920 8 62,4 4.01 
0.008 267 3 67,1 4.32 
0.006 201 0 76,2 4,36 
0,005 562 5 89.4 4.26 
0,094 960 4 $5.5 4.53 
0,004 133 0 91,5 4,42 
0,003 1090 101.9 4,28 
0,002 480 8 112.5 4.38 
0,002 0668 129.4 4.36 
0.901 550.0 133.1 4.25 
0.001 2401 145.8 4.36 


Mittelwert Ay. = 4,531.10 4 


Zusammenfassung. 

Nach dem von Pickard und Kenyon angegebenen Verfahren zur 
Darstellung von (-++)- und (—)-sek. Butylalkohol ist die Gewinnung 
von (—)-sek. Butylalkohol in Mengen, wie sie fiir weitere Unter- 
suchungen benétigt werden, nicht durchfiihrbar. Es gelang uns, das 
Verfahren betriachtlich zu vereinfachen und dadurch zu brauchbaren 


Ergebnissen zu gelangen. 
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Im Einzelnen wurde folgendes festgestellt : 

1. Die Angaben von Pickard und Kenyon betreffs  Isolierung 
des Brucinsalzes der (-+-)-sek. Butylphthalestersiure beziehen sich auf 
iibersattigte Losungen und sind nicht reproduzierbar. Es wurden genaue 
Bedingungen fiir die Abscheidung dieses Salzes ermittelt. 

2. Die Existenz einer zweiten Form dieses Salzes wurde sicher- 
gestellt, was fiir den Gang der Trennung (Isolierung des diastereomeren 
Salzes) von Wichtigkeit ist. 

3. Das bisher nicht bekannte Brucinsalz der (——)-sek. Butyl- 
phthalestersiure wurde aus den Mutterlaugen des erstgenannten Salzes 
isoliert, wodurch eine wesentliche Vereinfachung des Verfahrens zur 
Gewinnung des hochprozentigen (—)-sek. Butylalkohols erzielt wurde. 
Vollstandige Reinigung konnte allerdings nicht erreicht werden. 


4. Anhangsweise wurde die Dissoziationskonstante der racemischen 
sek, Butylphthalestersiure bestimmt. 
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Uber die innere Sekretion der Nebennierenrinde. 


Von 


Ernst Schmitz und J. Kiihnau. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Breslau.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1933.) 


Die Entdeckung der blutdrucksteigernden Wirkung von Neben- 
nierenextrakten und ihre Zuriickfiihrung auf das Adrenalin, einen gut 
charakterisierten Bestandteil des Nebennierenmarks, war einer der 
ersten groBen Erfolge der Endokrinologie und zeitigte Fortschritte 
von gréBter Tragweite fiir die physiologische Erkenntnis und fiir die 
verschiedensten Zweige der Therapie. Um so merkwiirdiger erschien 
es, als sich herausstellte, daB es nicht das Mark, da es trotz seiner 
mannigfaltigen Beziehungen zu den _ verschiedensten biologischen 
Prozessen nicht das Adrenalin ist, das die Lebensnotwendigkeit der 
Nebenniere begriindet. Wir verdanken Biedl (1899) den endgiiltigen 
Nachweis, daB die Nebennierenrinde, das Interrenalorgan, nicht voll- 
standig ausgeschaltet werden kann, ohne daB nach einiger Zeit der Tod 
eintritt. Es gelingt nicht, nebennierenlose Tiere durch Adrenalin- 
zufuhr am Leben zu erhalten. Weniger beweisend ist das Fortleben von 
Tieren, denen allein das Nebennierenmark entfernt ist!, da die Para- 
ganglien weiter Adrenalin liefern kénnen. 

Bei der Marksubstanz lag nur eine verhaltnismaBig bescheidene Zeit- 
spanne zwischen der Entdeckung der Blutdruckwirkung durch Oliver und 
Schaefer (1895) und der Isolierung des Adrenalins in reiner Form durch 
Takamine (1901). Anders bei der Rinde. Trotzdem der Nachweis ihrer 
Lebensnotwendigkeit schon vor mehr als 30 Jahren definitiv gefiihrt worden 
ist, ist die Substanz, die ihre chemische Grundlage bildet, trotz vieler Ver- 
suche bis jetzt noch nicht isoliert worden. Daran ist nicht etwa ein Mangel 
an chemischem und klinischem Interesse schuld — es liegen in dem Morbus 
Addisonii und in dem Interrenalismus (.Vathias) gut umschriebene Krank- 
heitsbilder vor, die mit der Nebennierenrinde in sicherem Zusammenhange 


1 Bornstein u. Gremels, Virchows Arch. 254, 409, 1925; Literatur 
iiber die Entbehrlichkeit des Marks bei Rogoff, Endokrinologie 5, 256, 1929. 
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stehen —, sondern nur das Fehlen sicherer chemischer und physiologischer 
Angriffspunkte hat bis jetzt endgiiltige Erfolge der Forscherarbeit verhindert. 

Das Adrenalin ist eine in Wasser schwerlésliche Base, deren Salze zum 
Teil gut kristallisieren. Es liefert eine Reihe empfindlicher und charak- 
teristischer chemischer Reaktionen, mit deren Hilfe man es schon innerhalb 
des Gewebes, sicher aber in den daraus gewonnenen Extrakten nachweisen 
kann. In kleinsten Mengen bringt es deutliche Veranderungen an leicht 
zu beobachtenden und zu messenden physiologischen Vorgiéingen hervor, 
wie am Blutdruck und am Blutzuckerspiegel. Dem steht bei der Rinde an 
chemischen Kennzeichen nur ihr groBer Reichtum an Sterinen und Phospha- 
tiden gegentiber, die indessen keine leicht erkennbaren Unterschiede gegen- 
liber den analogen Bestandteilen anderer Organe darbieten. Entfernen wir 
beide Nebennieren, so kénnen die Versuchstiere tage-, ja wochenlang ein 
ganz normales Verhalten zeigen, um dann ziemlich pl6étzlich zugrunde 
zu gehen. Die Begleiterscheinungen ihres Sterbens sind im wesentlichen 
Appetitlosigkeit, allgemeine und besonders muskulire Schwiiche, also 
Symptome, die bei moribunden Tieren nichts Besonderes sind. Hervor- 
stechende Veranderungen im Druck und in der Zusammensetzung des Blutes 
treten nicht ein. Das einzige sichere Kennzeichen des Ausfalles der Neben- 
nierenrinde ist also der schlieBlich eintretende Tod der Tiere. 

Bei den bisherigen Bestrebungen zur Einkreisung und Isolierung 
der Wirksubstanzen der Rinde ist deshalb bis jetzt fiir die meisten 
Autoren der Tod und die Beeinflussung seines Zeitpunktes durch Zu- 
bereitungen aus der Rinde der leitende Test geblieben (Stewart und 
Rogoff, Hartman, Swingle und Pfiffner, Reiss, Magistris). Es kann aber 
keinem Zweifel unterliegen, daB ihm mancherlei Unzukémmlichkeiten 
anhaften. Der vollstandige Ausfall der Rindenfunktion ist nur dann 
gewahrleistet, wenn nicht accessorische Driisen vorhanden sind, die 
aus Rindengewebe zu bestehen pflegen und vor allem, wenn sie hyper- 
trophieren, vikariierend fiir das entfernte Organ eintreten kénnen. Mit 
ihrem Fehlen kann man nur bei Hunden und Katzen mit einiger Sicher- 
heit rechnen, bei Ratten sind sie so haiufig, daB diese Tiere als Test- 
objekt ausscheiden miissen, und auch Kaninchen weisen sie in etwa 25° , 
der Fille auf. Auch diese Tiere iiberleben deshalb ziemlich haufig 
auch ohne nachfolgende Behandlung die Exstirpation beider Neben- 
nieren. Die Notwendigkeit, verhaltnismaBig groBe und kostbare Ver- 
suchstiere zu benutzen, wirkt sich vor allem deshalb noch verhangnisvoll 
aus, weil die Uberlebensdauer in sehr weiten Grenzen schwankt. Auch 
in den Laboratorien, in denen durch lange Ubung die besonders bei 
Hunden schwierige chirurgische Technik der Operationen zu besonderer 
Vollkommenheit ausgebildet ist, schwankt sie fiir Hunde zwischen 
6 bis 14 und fiir Katzen zwischen 11 und 31 Tagen!. Kleine Zufiallig- 
keiten bei der Operation kénnen die Lebensdauer stark beeinflussen 
und damit auch die Wirksamkeit der Substitutionstherapie verschleiern. 


! Stewart, Arch. of internal med. 43, 733, 1929. 
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Im ganzen ist also die Aufstellung groBer Tierreihen notwendig, um sichere 
Durchschnittswerte ableiten zu kénnen. 


Der Uberlebenstest ist aber endlich auch nur dann vollkommen trag- 
fahig, wenn man entweder die Annahme macht, daB die Lebensnot wendigkeit 
der Rinde durch das Vorhandensein nur einer einzigen Substanz bedingt 
ist, oder wenn man auf die Trennung einer Mehrheit von Wirkstoffen ver- 
zichtet. Seit die vielseitige innersekretorische Tatigkeit anderer Driisen, 
wie der Hypophyse, bekannt geworden ist, wird man mit einer derartigen 
Annahme sehr zurtickhaltend sein und alle Miihe darauf verwenden miissen, 
aus anderen Quellen als dem reinen Tierversuch, Umfang und Gliederung 
der Tatigkeit der Rinde zu erschlieBen. 

Ansatzpunkte dazu sind in der menschlichen Pathologie, wie bereits 
erwahnt, gegeben. Bei beiden Geschlechtern finden sich Hyperplasien 
und Tumoren der Nebennierenrinde (Hypernephrome). In vielen der 
artigen Fallen wird eine Beziehung der Rinde zur Geschlechtssphare offenbar, 
die sich bei Kindern in sexueller Friihreife, aber auch in auffallenden Ver- 
anderungen der sekundaren Geschlechtscharaktere auBern kann. Bei dem 
vorzugsweise befallenen weiblichen Geschlecht stellt sich der miéannliche 
Behaarungstypus, sogar Bartwuchs, ein!, in den seltenen beim mannlichen 
Geschlecht beobachteten Fallen kommt es zur Atrophie der Hoden und 
auBeren Geschlechtsteile, die Brust nimmt die Gestalt und Pigmentierung 
der weiblichen an, ja sogar Laktation ist beobachtet worden*. In einem 
der von Holl geschilderten Fille kam es nach Entfernung des Rinden- 
tumors zur Riickbildung der Brust und zu einer Riickkehr des Geschlechts- 
apparates zu den urspriinglichen anatomischen und physiologischen Ver- 
haltnissen. 

Das Gegenstiick, ein Mangel an Rindengewebe, wird bei MiBbildungen 
und als Folge von Erkrankungen angetroffen. Bei der Addisonschen Er- 
krankung, bei der die Nebennieren meist infolge von Tuberkulose entartet 
sind, findet sich Bronzefairbung der Haut und der Schleimhaute, geringer 
Blutdruck, herabgesetzter Blutzuckergehalt. zunehmende Muskelschwaiche, 
leichte Ermiidbarkeit und nervése Magen- und Darmstérungen. Von 
diesen Symptomen scheinen nach unseren jetzigen Erfahrungen die am 
Verdauungstrakt und an der Muskulatur auftretenden mit der Rinde in 
Beziehung zu stehen, von den Blutbefunden und der Pigmentierung sieht 
man nach Exstirpation der Nebennieren beim Tiere nichts. Dagegen zeigen 
die nach Nebennierenoperationen am Menschen hiufig beobachteten Todes- 
falle in ihren Begleiterscheinungen Ubereinstimmung mit den vom Tier- 
versuch her bekannten und zeigen, daB auch beim Menschen die Organe 
lebensnotwendig sind. Durch Injektion von Extrakten der Nebennieren- 
rinde haben eine Reihe von Autoren (Goldzieher, Reiss, Greene, Rowntree, 
Swingle und Pfifjfner®) bedeutungsvolle Besserungen des Krankheitsbildes 
beim Addison erzielen kénnen. 


1 Mathias, Virchows Arch. 236, 446, 1921; Med. Klin. 1929, H. 48; 
Bauer u. Medvet, Deutsch. med. Wochenschr. 1932, 8. 1594. 

2 Bittorf, Berl. klin. Wochenschr. 1919, S. 776; Holl, Deutsch. Zeitschr. 
f. Chir. 226, 277, 1930. 

3 Goldzieher, Klin. Wochenschr. 7, 1124, 1928; Reiss, Endokrinologie 
6, 321, 1930; Greene, Rowntree, Swingle u. Pfiffner, Amer. J. of med. sci. 
183. 1, 1932. 
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Fehlen der Nebennierenrinde oder starkes Zuriickbleiben an Masse 
und Oberflachenentfaltung ist eine augenscheinlich nie fehlende Begleit- 
erscheinung bei der Anencephalie, die sich ebenso wie die Cherfunktion 
der Rinde fast ausschlieBlich beim weiblichen Geschlecht vorfindet. 
Diese Erscheinung ist seit alter Zeit bekannt und von neueren Forschern 
immer wieder bestatigt worden. Die Hypoplasie beschrankt sich auf 
die Rinde, waihrend das Mark sogar eine Uberentwicklung zeigen kann. 
Es tritt hier deutlich eine Beziehung der Rinde zum Zentralnerven- 
system hervor, die Hueck' zu der Vermutung anregte, daB das Fehlen 
des lipoidreichsten Organs, des Gehirns, auch auf das Depotorgan, 
eben die Nebennierenrinde, im Sinne einer Stérung seines Lipoidstoff- 
wechsels einwirke. Zu Untersuchungen iiber das Verhalten der Neben- 
niere bei groBhirnlosen Tieren scheint diese gelegentliche Bemerkung 
nicht angeregt zu haben. Besondere Aufschliisse iiber die Endokrinologie 
der Rinde waren von solchen auch nicht zu erwarten gewesen. Immerhin 
ergab sich bald eine neue Erfahrung tiber die Beziehungen beider Organe, 
die sich zu einem Test ausbauen lieB. 1920 entdeckte Mac Carrison?, 
daB bei der B-Avitaminose der Végel, bei der alle Organe an Masse 
verlieren, einzig die Nebenniere eine Vergr6éBerung erfahrt, und Verzar 
und Peter® konnten nachweisen, daB diese VergréBerung sich auf den 
Rindenteil beschrinkt. Von Kihn* wird bestritten, daB es sich hier um 
eine Hypertrophie handelt, die Tatsache der VergréBerung ist nach 
den exakten Messungen und Vergleichen von Verzdr und Peter, die wir 
in zahlreichen Versuchen bestatigt fanden, nicht zu bezweifeln. Wir 
stoBen damit hier wieder auf ein charakteristisches Verhalten der Neben- 
nierenrinde in Verbindung mit einer Erkrankung, die ihre Erscheinungen 
vor allem am Nervensystem offenbart. Es lat sich am zwanglosesten 
als versuchte Anpassung an vermehrte Anspriiche deuten und _ ist 
in diesem Sinne von Schmitz und Reiss® interpretiert worden. Dann 
muBte allerdings die Beziehung zwischen Rinde und Gehirn sich im 
umgekehrten Sinne abspielen, die Erkrankung des Gehirns bei der 
Avitaminose und sein Fehlen bei der Anencephalie auf unzureichende 
Funktion der Rinde zuriickgefiihrt werden. Damit ergab sich die Frage, 
ob sich durch Injektion von Rindenextrakten die in der Avitaminose 
an der Rinde selber, am Gehirn und an anderen Stellen des K6érpers 
abspielenden Verinderungen beeinflussen lassen. Derartige Versuche 
wurden von Schmitz und Reiss an B-avitaminésen Tauben durchgefiihrt, 


' Hueck, Centralbl. f. Gynik. 50, 2835, 1926. 

2 Mac Carrison, Proc. Roy. soc. of London, Ser. B, 91, 103, 1920. 

3 Verzar u. Peter, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 659, 1924. 

4 Kihn in Stepp-Gyérgy, Die Avitaminosen 8. 154. Berlin, Springer, 
1927. 

5 Schmitz u. Reiss, diese Zeitschr. 183, 328, 1927. 
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wobei als Rindenpraparat das Cortisupren der Labopharma, Berlin. 
benutzt wurde. Dieses besteht im wesentlichen aus dem alkoholisch- 
atherischen Auszug der mit Alkali aufgeschlossenen Rindensubstanz. 
Es zeigte sich, daB durch Injektion, nicht aber durch orale Verabreichung 
des Praparates die VergréBerung der Rinde, wie sie sich in der Anderung 
ihres Verhaltnisses zu dem Bulbus des Auges, dem einzigen bei der 
Avitaminose ganz intakt bleibenden Organ des Korpers, diuBert, deutlich 
hintangehalten werden konnte. Die Avitaminose geht sonst mit einem 
starken Ansteigen des Cholesterins und besonders in den letzten Stadien 
mit einer scharfen Senkung der Phosphatide im Blute einher. Auch 
diese beiden Erscheinungen wurden durch die Rindenextrakte ver- 
zogert und gemildert, der Tod der Versuchstiere trat nach wesentlich 
langeren Zeiten ein als bei den unbehandelten Kontrollen. Da®B Adre- 
nalin oder Cholin an den Wirkungen nicht beteiligt sein konnten, 
wurde durch besondere Versuche nachgewiesen. Beide Substanzen 
sind unwirksam, wenn auch die allgemein stimulierende Funktion des 
Adrenalins nicht unbemerkt bleibt. 

Durch diese Versuche war ein verhaltnismaBig einfacher Test 
fiir Rindensubstanz gewonnen, der allerdings immer noch viel Zeit 
erfordert und reichlich miihsam ist. Es war deshalb ein groBer Fort- 
schritt, als wenig spater Goldzieher mitteilte, daB eine Wirkung auf die 
Blutlipoide, wie sie Schmitz und Reiss in ihren wochenlang ausgedehnten 
Versuchen hatten feststellen kénnen, auch beim normalen Kaninchen 
eintritt und in wenigen Stunden festzustellen ist. Goldziehers eigenes 
Priparat Interrenin war durch Anwendung des _ Insulinverfahrens 
von Allan, Piper, Kimball und Murlin auf die Nebennierenrinde erhalten, 
bei dem hauptsichlich die wasserléslichen Anteile der Extraktivstoffe 
gewonnen werden. Die ersten Versuche, Goldziehers Ergebnisse mit 
dem Cortisupren zu reproduzieren, das seiner Gewinnung nach zum 
wesentlichsten Teil aus lipoidléslichen Stoffen bestehen muB, zeigten 
denn auch, daB tiefgreifende Unterschiede bestehen. 

Es wurde deshalb eine vergleichende Analyse der Wirkungen von 
Cortisupren und Interrenin auf das chemische Blutbild des normalen 
Kaninchens und auf die Beriberitaube unternommen!. Die Erfahrungen 
Goldziehers mit seinem Interrenin wurden dabei vollstaindig bestitigt. 
Cholesterin und Phosphatide erfuhren beim Normalkaninchen eine 
gleichmaBige Senkung um etwa 20°... Beim Cortisupren dagegen wurde 
nur einmal eine Senkung beider Fraktionen gesehen, in der Regel 
wurde das Cholesterin gesenkt, die Phosphatide aber ungefahr in dem- 
selben MaBe gesteigert. Bei B-avitaminésen Tauben hiclten beide 
Praparate in gleicher Weise den Anstieg des Cholesterins zuriick, die 


1 BE. Schmitz u. Milbradt, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 68, 393, 1928 
( Biedl-Festschrift ). 
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Phosphatidsenkung wurde nur durch Cortisupren deutlich gehemmt, 
durch Interrenin dagegen nicht. Bemerkenswert ist, da das klinische 
Bild durch Interrenin eher verschlechtert wurde, wahrend die friiheren 
Beobachtungen tiber seine Milderung durch Cortisupren sich wieder 
bestatigten. Interrenin und Cortisupren sind danach sicher nicht 
identisch. 

Die weitere Fragestellung nach der Natur des Rindeninkrets 
basiert auf folgende Feststellungen: 

1. Interrenin senkt das Cholesterin und die Phosphatide im Blut- 
plasma normaler Kaninchen. 

2. Cortisupren senkt das Cholesterin und steigert die Phosphatide 
im Blutplasma normaler Kaninchen. 

3. Bei der B-Avitaminose der Tauben steigt das Cholesterin, 
sinken die Phosphatide des Plasmas. (In allen anderen Fallen, so bei 
der Verdauungs- und AderlaBlipimie, im Hunger usw. variieren alle 
Lipoidfraktionen gleichsinnig.) 

4. Interrenin hemmt die in der Avitaminose eintretende Cholesterin- 
steigerung, beférdert aber eher das Sinken der Phosphatide. 

5. Cortisupren hemmt die Cholesterinsteigerung und die Phos- 
phatidsenkung. 

Da die Avitaminosen Mangelkrankheiten sind, liegt es nahe, die 
Konzentrationsanderungen der Lipoide im Blute auf das Versagen 
eines Regulationsmechanismus zu beziehen. Es miiBte demnach der 
beriberikranken Taube ein cholesterinsenkendes und ein phosphatid- 
steigerndes Prinzip fehlen. Andererseits miBten im Extrakt der Neben- 
niere phosphatidsenkende Stoffe angenommen werden, da beim normalen 
Kaninchen beide Fraktionen nach Interrenin sinken. Es ergibt sich also 
der SchluB, daB das bei den beiden genannten Versuchsanordnungen 
zur Wirkung gelangende Inkret nicht einheitlich sein kann, sondern 
aus mindestens drei Komponenten bestehen mu: einer cholesterin- 
senkenden, einer phosphatidsteigernden und einer phosphatidsenkenden. 

Auf dieser Basis konnte der Versuch unternommen werden, dice 
Extrakte der Nebennierenrinde stofflich zu durchforschen und eine 
Trennung der einzelnen Faktoren zu versuchen. 


Chemischer Teil. 


Unser Arbeitsgang 1. war kurz der folgende!: Ganz frisehe Nebennieren 
vom Rind wurden vorsichtig von anhaftendem Fette befreit, das Mark 
entfernt und die fein zerkleinerte Rindensubstanz mit der halben Gewichts- 
menge entwasserten Natriumsulfats verrieben. Die Masse wurde dann im 
Vakuum bei 45 bis 50° getrocknet. Das fein zerkleinerte Trockengut extra- 


1 Vgl. auch D. R.-P. Nr. 545267 der Labopharma G. m. b. H., Char- 
lottenburg. 








—e ae . 


SS A i 


Th 














Innere Sekretion der Nebennierenrinde. 307 


hierten wir, wie es bei der Verarbeitung lipoidreicher Organe tiblich ist, 
zunachst mit Aceton, das Neutralfett und Cholesterin, aber auch nicht 
unbetrachtliche Mengen von Phosphatiden aufnimmt. In den Aceton- 
extrakt geht ein erheblicher Anteil der wirksamen Substanzen hinein 
(auch Swingle und Pfiffner haben die Acetonléslichkeit der von ihnen 
benutzten Fraktion festgestellt und machen von ihr praparativen Gebrauch), 
und wir haben, um diesen Ubergang zu erleichtern, auf je 5 Teile Aceton 
1 Teil Ather zugesetzt. Von dieser Mischung kamen auf 1 g Trockengut 
2 Liter zur Verwendung, die unter haufigem Umschiitteln 2 Tage mit ihm 
in Beritihrung blieben. Die Extraktion wurde mit der gleichen Menge 
Lésungsmittel in derselben Weise noch zweimal wiederholt. Es ist von 
Vorteil fiir die Ausbeute, wenn man aus den ExtraktionsgefaBen die Luft 
durch Kohlenséure verdrangt. 

Dann wurden die vereinigten Lésungen im Vakaum stark eingeengt. 
Im Riickstand findet sich neben den verschiedenen Lipoiden der phos- 
phatidsteigernde Faktor (A) und ein groBer Teil des cholesterinsenkenden 
Faktors (B). (Lésung 1). Die mit Acetonaither extrahierte Rindensubstanz 
wurde getrocknet, erneut pulverisiert und dann unter den gleichen Vor- 
sichtsmaBregeln 5 Tage lang mit der vierfachen Menge 96° igen Alkohols 
extrahiert. Die Lésung (II) enthalt den Rest des cholesterinsenkenden und 
den phosphatidsenkenden Faktor (C). 

Zur weiteren Trennung von A und B bedienten wir uns ihres ver- 
schiedenen Verhaltens gegen Methylalkohol, in dem B leicht, A aber auch 
in der Warme nur wenig léslich ist. Dieses Verfahren ist auch von anderen 
Forschern, z. B. von Hartman und Brownell! gleichzeitig mit und unab- 
hangig von uns benutzt worden. Sie haben aber den alkoholunléslichen Teil, 
in dem wir ein héchst wirksames Agens fanden, verworfen. 

Lésung I wurde dementsprechend mit Wasser verdiinnt, mit Kochsalz 
gesattigt und dann mit Ather ausgeschiittelt. Aus der atherischen Lésung 
wurde die Hauptmenge der Phosphatide durch Zusatz einiger Tropfen 
alkoholischer Magnesiumchloridlésung und des gleichen Volumens Aceton 
ausgefallt. Dabei entsteht nur ein ganz geringer Verlust an Wirksubstanz. 
Die aceton-atherische Lésung wird im Vakuum eingeengt und mit Alkohol 
auf das urspriingliche Volumen wieder aufgefiillt. Es wird dann ein reich- 
licher UberschuB von Natriumathylat (1 g Natrium auf 1 g Trockensubstanz 
des Extraktes) zugefiigt und die Verseifung durch fiinfstiindiges Kochen 
unter RiickfluB und in Stickstoffatmosphére bewirkt. Das Unverseifbare 
wurde in einem passenden Lésungsmittel (Di- oder Trichlorathylen, Ather, 
Petrolather) aufgenommen. Die Hauptmenge der Seifen bleibt dabei zuriick, 
zur Entfernung des Restes wird die getrocknete Lésung eingeengt und der 
Riickstand in Gegenwart von Chlorecalcium mit leichtsiedendem Petrol- 
aither ausgeschiittelt. Der Riickstand der Petrolatherlésung wird so oft 
mit wasserfreiem Methylalkohol ausgekocht, bis das Lésungsmittel sich 
nicht mehr farbt. Die zuriickbleibende Masse enthalt hauptsachlich das 
phosphatidsteigernde Agens (4), die methylalkoholische Lésung das chole- 
sterinsenkende (8). Aus der Lésung von A in Benzol oder Petrolather 
fallt Aceton bei zwélfstiindigem Stehen im Eisschrank noch eine geringe 
Menge eines Niederschlages, der sich an den GefaBwinden ansetzt. Der 
Riickstand stellt danach, ebenso wie der der methylalkoholischen Losung, 
ein zahfliissiges gelbes Ol dar. 


1 Hartman u. Brownell, Amer. J. 


Biochemische Zeitschrift Band 259. 21 
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Die Verarbeitung der Lésung II, bei der noch eine betrachtliche 
Menge von B gewonnen wird, ist weiter unten geschildert. 

Nachdem vorlaufige Analysen beider Fraktionen ergeben hatten, 
daB sie ausschlieBlich C, H und O enthielten, wagten wir den Versuch 
einer Destillation im Hochvakuum und gelangten zum vollen Erfolg. 
Beide gingen ohne sichtbare Zeichen der Zersetzung und ohne Verlust 
ihrer physiologischen Wirksamkeit tiber. 

Aus den Rohélen ging A bei 0,01 mm Druck zwischen 61 und 68° 
iiber, bei erneuter Destillation unter 0,002 mm Druck zwischen 57 und 60°. 
Das Destillat war nunmehr ein hellgelbes, fast farbloses Ol von nicht un- 
angenehmem, terpenartigem Geruch. Bei der Temperatur der fliissigen 
Luft erstarrt es zu einer glasigen, rissigen Masse, zeigt aber keinerlei Neigung 
zur Kristallisation. 

Die Analysen (Dr. Schoeller, Berlin-Schmargendorf) ergaben folgendes 
Resultat : 

I. Zweima!] destilliert : 4,74 mg gaben 13,435 mg CO, und 4,260 mg H,O. 

Il. Dreimal destilliert : 5,081 mg ergaben 14,410 mg CO, und 4,650 mg 





H,O. 
Cc H Oo 
Gefunden I . 77,43 % 10,07 % 12,50 % 
‘ a ae ee 77,35 10,17 12,48 
Berechnet fiir Cg; Hg Og 77,32 10,31 12,37 


Die aus den Analysen errechnete Formel C,;H4 0; besitzt einige 
Ahnlichkeit mit Sterin- oder Gallensiureformeln. Es ist uns jedoch 
nicht gelungen, im Verhalten der Substanz kennzeichnende Ahnlich- 
keiten mit den Substanzen der genannten Gruppen aufzudecken. 
Bei der Liebermann-Burchardtschen Reaktion entsteht eine nicht 
besonders charakteristische Braunfirbung mit griinlicher Fluoreszenz. 
Digitoninfallbarkeit ist nicht vorhanden. Alkoholische Lésungen der 
Substanz besitzen zwar eine minimale saure Lackmusreaktion, es geniigt 
aber eine ganz geringe Menge von n/100 Lauge, um sie zum Verschwinden 
zu_bringen. 

Auf alkoholische Hydroxylgruppen untersuchten wir mit Hilfe 
des Acetylierungsverfahrens von Peterson und West!. Dabei banden 
217 mg der Substanz so viel Essigsiure, wie 5,32 ccm einer n/10 Lésung 
entsprach. Gefunden 4,17°, OH, berechnet fiir eine Hydroxylgruppe 
in Cy;HyO, 4,38°,. Der Versuch einer praparativen Acetylierung 
fiihrte nicht zur Isolierung eines kristallisierten Praparates. 

Eine Eisessiglésung von 0,001 Mol = 388 mg der Substanz band 
in 15 Minuten bei Zimmertemperatur 19,55 ccm n/10 Pyridinsulfat- 
dibromid. Berechnet fiir eine Doppelbindung 20,00 ccm. Unter 


! Peterson u. West. J. biol. chem. 74, 381, 1927. 








eb 
te: 
er 
du 
ni 


Br 








the 


en, 
ich 
Ig. 


ps? 
O°, 
in- 
ren 
ng 


les 


ng 











Innere Sekretion der Nebennierenrinde. 309 


den Bedingungen der Rosenmund-Kuhnhennschen Methode laBt sich 
mithin eine Doppelbindung nachweisen. Auch in reiner Eisessiglésung 
erfolgt eine rasche Bindung von Brom, die indessen tiber die fiir zwei 
Atome berechnete Menge hinausging. Beim EingieBen in Wasser fiel 
ein farbloses Ol von zugleich terpenartigem und stechendem Geruch 
aus, das nicht kristallisiert erhalten werden konnte und sich beim 
Versuch einer Destillation im Hochvakuum unter Abscheidung von 
Kohle zersetzte. 
Faktor B. 

Die von A getrennte methylalkoholische Losung des Faktors 4 wurde 
ebenfalls nach Entfernen des L6sungsmittels der Destillation im = Hoch- 
vakuum zugefiihrt. Dabei wurde ein nicht ganz unbetrachtlicher Vorlauf 
erhalten, der aus A bestand (Siedepunkt 58 bis 70° bei 0,07 mm), dann 
stieg das Thermometer rasch, und erst bei 135 bis 160° und 0,02 mm Druck 
ging ein klares, hellgelbes Ol iiber, ohne daB Anzeichen einer Zersetzung 
merkbar wurden. Bei erneuter Destillation ging es unter 0,002 mm zwischen 
149 und 155° tiber. Im Riickstand der ersten Destillation blieben grobe 
Mengen eines rotbraunen, harzigen Riickstandes, der zum gréBten Teil 
aus den lipoidléslichen, in gréBerer Verdiinnung gelben Pigmenten besteht, 
die die standigen Begleiter der Fette im Kérper sind. AuBerdem enthalt 
der Riickstand gréBere Mengen von Cholesterin, wenn dieses nicht vorher 
abgetrennt wird, endlich wohl auch Zersetzungsprodukte von Adrenalin 
und unseren Substanzen. Eine Wirkung auf die Plasmalipoide des Kanin- 
chens konnten wir mit dem Kolbenriickstand nicht erzielen. 

Die groBe Spanne zwischen den beiden Siedepunkten der Frak- 
tionen A und B veranlaBte uns spater dazu, die Alkoholtrennung ganz 
zu unterlassen und sofort das nach Abtrennung der Seifen erhaltene 
Gemisch, natiirlich in vollkommen trockenem Zustande der fraktionierten 
Destillation im Hochvakuum zuzufiihren. Die Trennung laBt sich auf 
diese Weise glatt bewirken und wird jetzt ausschlieBlich so durch- 
gefiihrt. 

Der durch wiederholte Destillation gereinigte Faktor B stellt ein 
ebenfalls hell, aber dunkler als A gefairbtes Ol dar, das einen charak- 
teristischen Geruch vermissen laBt. Beim Abkiihlen in fliissiger Luft 
erstarrt es ebenfalls zu einer glasigen Masse, die von zahlreichen Rissen 
durchzogen ist, aber auch hier konnten wir Zeichen einer Kristallisation 
nicht bemerken. Die Analysen ergaben folgendes Resultat : 

Halbmikromethode (Priv-Doz. Dr. Voss, Technische Hochschule, 
Breslau): 


1. 31,58 mg Substanz gaben 89,26 mg CO, und 28,10 mg H,O 
2. 27,08 ,, = - 76,16 ,, CO, ,, 23,10 ,, H,O 
3. 34,32 .., = és S17 . ©&@ «~« BM... nO 


Mikroverfahren (Dr. ing. Schoeller, Berlin): 
4. 5,112 mg Substanz gaben 14,405 mg CO, und 4.49 mg H,O 
5. 4,804 ., ‘i ¥ 13,520 ., CO, ., 4,26 ,, H,O 
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Cc H oO 

Gefunden 1 77,09 % 9,96 °,, 12,95 °,, 
. 2 77,08 9,79 13,13 
e 3 76,70 9,55 13,73 
ns te LE Ee ed 76,87 9,83 13,30 
e ae Oe ae ee 76.78 9,92 13,39 
Berechnet fiir Cy,Hgg0g3  . . . . 76,67 10,00 13,33 


Die Analysen stimmen demnach mit aller wiinschenswerten Ge- 
nauigkeit zu der Formel C,H 5,03, die zwei CH,-Gruppen weniger 
enthalt als die fiir A aus den Analysen errechnete Formel. Die ana- 
lysierten Praparate entstammten verschiedenen Darstellungen. 

Bei der Bromierung nach Rosenmund-Kuhnhenn banden 360 mg 
in 7 Minuten 23,0 cem n/10 Pyridinsulfatdibromid, also 15°, mehr, 
als dem berechneten Wert entspricht. DaB indessen auch in diesem 
Falle ein Dibromid entsteht, geht daraus hervor, daB es uns gelang, 
den K6rper in kristallisierter Form zu isolieren. Zu diesem Zweck 
wurde die Bromierungsflissigkeit in Wasser gegossen, ausgedthert, 
der Ather im Vakuum beseitigt und der Riickstand aus benzolischer 
Lésung vorsichtig durch leichtsiedenden Petrolither ausgefillt. Es 
kam in der Kalte in Form ziemlich dicker Prismen vom Schmelzpunkt 
114° unkorr. heraus. 


5,064 mg gaben 9,919mg CO, und 2,82 mg H,O (0,101 mg Asche); 
81 mg gaben nach Carius 57 mg Bromsilber. 





c H Br 
CRUE eraa te Ss ss -5 te 52,45 9, 6,31 °% 30,55 % 
IE. ce re a es we Sete be 53,08 6,92 30,77 


‘Bei der Acetylierung wurde die 4,43 cem entsprechende Menge 
n/10 Essigsiure von 99 mg Substanz verbraucht. Gefunden 4,79°, OH, 
berechnet 4,72 °,, fiir C,,Hj,0, mit einem OH. Auch in B ist demnach 
eine Doppelbindung und eine Hydroxylgruppe anzunehmen. 

B ist nicht faillbar durch Digitonin. Eisenchlorid erzeugt in alko- 
holisch-wasserigen Lésungen eine braunlich-olivgriine Farbung. Bei 
der Liebermann-Burchardtschen Reaktion entsteht rasch eine Braun- 
farbung mit starker griiner Fluoreszenz. In Wasser ist die Verbindung 
ebenso wie A unldéslich. 

Faktor C. 


Der alkoholische Extrakt des Rindenmaterials (Lésung IL) wurde 
im Vakuum stark eingeengt und mit Ather versetzt, solange noch ein 
flockiger Niederschlag auftritt. Der Niederschlag wird durch Zusatz 
von Wasser wieder in Lésung gebracht und die atherische von der 
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wisserigen Schicht getrennt. Die Atherschicht enthalt neben Phos- 
phatiden noch erhebliche Mengen von B und wird zur Darstellung 
dieser Substanz verwendet. Die wisserige Fhissigkeit wird mit Natron- 
lauge gegen Lackmus neutralisiert und im Vakuum eingeengt. Man 
verdiinnt sie mit der drei- bis vierfachen Menge Methylalkohol und setzt 
dann methylalkoholische Bleiacetatlésung zu, bis die Fallung  voll- 
stindig ist. Die Fallung wird abgesaugt und ausgewaschen. Sie lost 
sich in Wasser bei Zusatz von ganz wenig Salpetersiure auf. Durch 
Schwefelwasserstoff wird das Blei, durch Kohlensiure der Rest des 
Schwefelwasserstoffs beseitigt. Die klare, gelbbraune Lésung wird 
gegen Lackmus neutralisiert, auf ein Volumen aufgefiillt, das dem 
30. Teil des verwendeten Ausgangsmaterials entsprach und durch Er- 
hitzen auf 80° sterilisiert. Chemische Untersuchungen haben wir an 
dem Faktor C bis jetzt nicht ausgefiihrt. 


Physiologischer Teil. 

Das leitende physiologische Prinzip bei der Fraktionierung der 
Wirksubstanzen der Nebennierenrinde war die verschiedenartige Beein- 
flussung der einzelnen Lipoidfraktionen im Blutplasma gewesen. Wir 
berichten deshalb im folgenden zuniachst iiber die Wirkungen, die mit 
den von uns isolierten Substanzen in dieser Richtung zu erzielen sind. 


Zu den Versuchen dienten ausgewachsene Kaninchen im Gewicht von 
etwa 2kg. Diese Tiere sind freilich in mehrfacher Beziehung kein ideales 
Versuchsmaterial. Sie besitzen sehr haufig nur einen sehr niedrigen Chole- 
steringehalt im Plasma, der zudem beim Ubergang zu anderen Lebens- 
bedingungen haufig Verainderungen ausgesetzt ist. Wir nahmen deshalb 
nur Tiere, die bereits einige Zeit im Institutsstall gehalten worden waren. 
Weiter ist das Kaninchen verhaltnismaBig unempfindlich gegen unsere 
Substanzen, was mit seinem eigenartigen und wenig entwickelten Fett- 
stoffwechsel zusammenhangen diirfte. Der Mensch z. B. braucht kaum 
héhere Dosen als das Kaninchen. Wir hielten trotzdem an ihm fest, weil 
die Verwendung kleinerer Tiere wegen der zur Analyse notwendigen, ziemlich 
groBen Blutmengen ausgeschlossen war und die Benutzung gréBerer durch 
die Notwendigkeit, jedesmal ein neues Tier zu nehmen, zu kostspielig wurde. 
Die Bestimmung des Cholesterins fiihrten wir nach dem kolorimetrischen 
Verfahren von Bloor, Pelkan und Allen, die der Phosphatide nach Fiske 
und Subbarow aus. Beide Verfahren, auf die wir seit Jahren eingearbeitet 
sind, sind so genau, daB bei Verwendung eines empfindlichen Kolorimeters 
(wir benutzten ein Birker-Kolorimeter der Firma Leitz-Wetzlar) die Fehler 
bei Doppelbestimmungen kaum | mg-°,, iiberschreiten. 

Die Priparate wurden, in Oliven6él gelést, intramuskular injiziert. Bis 
zur Einfiihrung der Vakuumdestillation stellten wir die Lésungen so ein, 
daB leem 25g Organ entsprach, seitdem lésen wir 25 mg zu | bis 4cem. 


Die Tabelle I zeigt, daB mit der im chemischen Teil beschriebenen 
Trennung in eine alkoholléslische und eine alkoholunlésliche Lipoidfrak- 
tion und in eine wasserlésliche Fraktion auch die an rohen Praparaten 


SIMI ERS Tree 


: 2 
ie 
ae | 
a 
; 














312 E. Schmitz u. J. Kiihnau: 
Tabelle I. 

Tier Ver- Cholesterin Phosphatide 
a Cen) “ ie iw lus! @ lee 
Nr. wWicht der In- der In- der In- der In- 
g Std. jektion jektion jektion jektion 

A. 
25. VII. 1930 15 15 mg nicht dest. 3. 46,7 50,0 105,0 | 127,0 
24 48,0 125,0 
6. VIIT. 1930 49 10 , | ie 24 39,6 36,2 87,5 103,0 
6. VIII. 1930 | 1 0 m i 8 19,0 | 20,0 49,0 58,0 
6. IL 1931 4 2600 45 , destilliert 8 | 27,5 | 27,8 77,5 | 90,0 
9. II. 19381 33 2990 55 , Se 3 57,5 55,0 145.0 177,0 
24. XI.1931 3 2000 40 , ‘s 38 27,9 | 28,5 99.2 | 118,0 
15. VI. 19382 35 2500 35 , * 8 | 16,5 |.15,7 63,7 | 82,2 
11. X. 19382 19 2150 30 , i 38 25,0 24,5 75,8 84,5 
11. X. 19382 13 2100 30 , ‘s 3 243 243 66,2 73,0 
14. X. 1932 20) 2500 40 , - 3 423 454 110,1 | 117,0 
26. X. 1932 8 2530 30 , “ 8 27,9 | 28,4 91,2 97,7 
26. X. 1932 12 2430 30 , " 3 49,0 481 123,7 147.0 

B. 
25. VII. 1930 | 49 7 mg nicht dest. 3 74,6 53,1 90,0 | 92,0 
24 63.2 92,5 
8. VIII. 1930 | 43 2500 10g Driise 3 520 442 140,0 140.0 
22. VIII. 1930 43 2500 Ibe , 24 51,5 39,0 107,5 | 105,5 
22. VIII. 1930 35 38050 We , 3 495 43,1 85,0 82,8 
13. X. 1930 11 2200 50mg nicht dest. 24 52,6 45,0 102.5 100,0 
13. X. 1930 24 60 , * “ 3 | 40,3 | 35,7 | 115,0 | 112,5 
28. XI. 1930 35 3800 | 35 , 3 48,5 409 90.0 87.5 
14. XI. 1930 8 2400 20 , 3 51,0 41,0 132,5 130,0 
14. XI. 19380 28 3500 30 , 38 485 403 112.5 110,0 
15. I. 1930 33 3050 15 , 3 72,4 5438 127,5 125.0 
25. VII. 1931 16 2850 50 , destilliert 3 500 424 120,0 117.0 
8. VI. 1932 34 1800 | 22 , m 8 | 80,8 | 22,1 93,25 96,0 
11. X. 1932 20 2500) 40 , ‘“ 3B 48,08 31,65 785 79,5 
14. X. 1932 19 2150 '30 , és 3 385,71 26,3 ,113,7 | 113,7 
14. X. 1932 13 2100 30 , " 38 29.0 25,0 | 108.7  106,7 

C. 
19. VIII. 1930 45 2330 20 ¢ Driise 3 || 28,5 | 22,3 77,5. | 72,5 
4. IX. 1930 28 2600 3 39,6 37,8 92.5 | 77,5 
11. IX. 1930 4 2350 24 30,4 30,4 82,5 75,0 
11. III. 1931 | 8 2650 52 mg 3 29,2 30,5 130,0 105,0 
16. III. 1931 44 3550 70 , 3 28,41 29,58 125,0 90,0 
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Versuche mit Bam Menschen. 





3. VI. 1930 Patient See. 10g Driise 3 Std. 186.0 151.0 
weiter taglich je 
10g Driise 
10. VI. 1930 146,90 
2, IX. 19380 152,0 
11., 13., 15. IX. je 
30 g Driise 
16. IX. 1930 114,0 


25. III. 1930 Patient Zwi. 20g Driise 2 Std. 231,0 198.0 
6 Tage lang je 
20 ¢ Driise 


1. IV. 1930 150,0 


8. V. 1932 Patient Brin. 198.0 
In 9 Tagen 4 mal je 
25 ¢ Driise 
24. V. 1932 151,0 
24., 26., 27. V. je 
25¢ Driise 
3). V. 1982 176,0 
31. V., 3. und 6. VI. je 
25g Driise 
7. VI. 1982 111,0 
24. V. 1932 Patient Cze. 250.0 
25. und 27. V. je 
25¢ Driise 
31. V. 1932 156.0 
4. I1. 1932 Patient Erb. 206.0 
4., 5., 8. und 9. ID. je 
20g Driise 
10., 11., 18. und 15. II. 
je 40 ¢ Driise 
16. II. 1932 149,0 


or 


festgestellte Cholesterinsenkung, Phosphatidsteigerung und Phosphatid- 
senkung voneinander isoliert wurden. Die Reihe dieser Kérper miiBte 
man sich eigentlich durch einen cholesterinsteigernden Stoff vervoll- 
standigt denken. Als solcher kénnte zunachst das Adrenalin in Betracht 
kommen, von dem zahlreiche Autoren eine solche Wirkung ausgehen 
sahen. Die Versuche sind teils an Menschen, teils an Kaninchen aus- 
gefiihrt und in den Handen von Alessandri, Kameda, Jacobsohn und 
Rothschild, Mazzeo und Neumark! positiv ausgefallen. Andererseits 
finden sich auch Angaben, nach denen eine deutliche Wirkung des 
Adrenalins auf das Blutcholesterin nicht nachweisbar sein soll. Wir 
haben deshalb unter den in unseren iibrigen Versuchen eingehaltenen 


1 Alessandri, Riforma medica 37, 1095, 1921; Kameda, Verhandl. d. 
jap. Ges. f. inn. Med. 23, 40, 1926; Jacobsohn u. Rothschild, Zeitschr. f. klin. 
Med. 105, 410, 1927; Mazzeo, Arch. di scienze biol. 11, 381, 1928; Newmark, 
C. r. de la societé de biologie 104, 1126, 1930. 
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Bedingungen nochmals die gleiche Wirkung untersucht und eine deut- 
liche, aber nur bei Verwendung groBer Dosen und nach lingerer Zeit 
eintretende Wirkung gesehen. Wir befinden uns mit dieser Feststellung 
in voller Ubereinstimmung mit Versuchen von Berberich, Berendt 
und Kleeberg’. Tabelle II gibt unsere eigenen Versuche wieder. 


Tabelle II. 





Gewicht 


Nr. des! des Tieres Adrenalin subcutan _ Cholesterin im Plasma at Weer: 
Tleres g ecm vorher nach 2 Std. nach 24 Std. 
1 etwa 2500 0,5 34,8 33,4 31,4 
2 » 2500 1,0 18,1 17,8 —_ 

3 2509 1,5 38,1 36,2 169,4 
37 1,5 19,6 19,3 39.6 
47 1,5 18,9 17,7 40,9 
50 1,5 35,46 —- 77,5 


Adrenalin entfaltet demnach beim Kaninchen in hohen Dosen 
eine sehr kraftige steigernde Wirkung auf den Cholesterinumlauf. 
Der Gedanke, daB es die drei von uns beobachteten Kérper zu einem 
Regulationssystem vervollstandigt, das die Fraktionen der Phosphatide 
und Sterine unabhaingig voneinander nach beiden Seiten zu verschieben 
gestattet, ist nicht ganz von der Hand zu weisen, wenn auch das Tempo 
des Angriffs ein sehr verschiedenes ist und beim Adrenalin an den 
Umweg iiber ein anderes Organ denken laBt. Vor kurzem ist freilich 
eine Angabe mitgeteilt worden”, auf Grund deren man mit der Gegen- 
wart eines rasch wirkenden cholesterinsteigernden Prinzips in der Rinde 
rechnen muB. Bernhardt und Simpson sahen der intravenésen Injektion 
von 10cem Eucortone, einem nach Swingle und Pfiffner bereiteten 
Praparat der Firma Allen und Hanbury innerhalb von 2 Stunden eine 
Cholesterinsteigerung folgen, die bald von einer Senkung abgelést 
wurde. Die Extrakte enthielten Adrenalin, so daB die Versuche nicht 
leicht zu deuten sind. 

Seit K. Reicher® zum ersten Male darauf aufmerksam gemacht 
hatte, daB die alimentaire Fettbelastung und jede andere MaBnahme, 
die zu einer gesteigerten Fettverbrennung fiihrt, eine Steigerung der 
Phosphatide und des Cholesterins im Blutplasma zur Folge hat, hat 
sich in steigendem MaBe die Auffassung durchgesetzt, daB den Lipoiden 
eine betrachtliche Rolle beim Fettumsatz zukommt. Sie hat ihren 
prignantesten Ausdruck in der Formulierung von Hueck und Wacker* 


1 Berberich, Berendt u. Kleeberg, zit. nach Berberich u. Jaffé, Handb. 
d. inn. Sekretion (Hirsch) 11, 1431, 1932. 

2 Bernhardt u. Simpson, Klin. Wochenschr. 11, 2069, 1932. 

3 Reicher, Verhandl. d. Kongr. f. inn. Med. 1913, S. 155. 

4 Hueck u. Wacker, diese Zeitschr. 100, 84, 1920. 
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gefunden, nach der der erste Angriff auf die Neutralfette in der Heraus- 
nahme eines Fettsiurerestes durch Cholesterin und seinem Ersatz 
durch Cholinphosphorsaure bestehen sollte. Die Phosphatide erscheinen 
danach als eigentliche Durchgangsprodukte des Fettumsatzes, eine 
Anschauung, die auch von anderen Gesichtspunkten aus vielfach 
diskutiert worden ist. Wenn alle diese Cberlegungen richtig § sind, 
so kann man sehr wohl in der Steuerung des Lipoidumlaufs eine Vor- 
richtung zur Regulierung des Fettumsatzes sehen. 

Diese Auffassung ist nicht neu. Ein regulierendes Eingreifen der 
Nebenniere, speziell der Rinde, in den Lipoidstoffwechsel ist schon 
seit etwa 20 Jahren von Chauffard, von Albrecht und Weltmann, von 
der Aschoffschen Schule und anderen Forschern angenommen worden!. 
Sein Mechanismus wurde aber von Chauffard in einer Cholesterinsekre- 
tion, von Albrecht und Weltmann in der Veresterung des Cholesterins, 
von Aschoff in einer Speicherung und Wiedergabe des Lipoidmaterials 
gesehen. Grundlage aller dieser Auffassungen waren die Anderungen, 
die der Vorrat der Rinde, des nachst dem Gehirn lipoidreichsten Organs, 
in Zusammenhang mit den Steigerungen und Senkungen des Lipoid- 
umlaufs erfuhr. Die ersten experimentellen Unterlagen fiir die Annahme 
einer hormonalen Steuerung des Lipoidumlaufs durch die Rinde brachten 
erst die Arbeiten von Schmitz und Reiss und von Goldzicher. Die Unter- 
suchungen von Schmitz und Milbradt fiihrten zu der Annahme einer 
komplexen Natur des Inkrets, die durch die vorliegenden Befunde 
bewiesen wird. 

An welcher Stelle die Wirkung der einzelnen Faktoren einsetzt, 
ist nur teilweise zu iibersehen. Fiir die cholesterinsenkende Wirkung 
hat M. Reiss? nachgewiesen, daB sie nicht zu einer Abnahme des Chole- 
steringehaltes im Gesamtorganismus der Maus fihrt. Im Verlauf 
einer langeren Behandlung stellt sich sogar eine Zunahme ein. Es bleibt 
also nur die Méglichkeit, daB das Cholesterin durch irgendwelche Organe 
aus der Blutbahn herausgenommen wird. 

In einer Stérung des Phosphatidstoffwechsels sehen Schmitz und 
Hiraoka® eine der Todesursachen bei der B-Avitaminose. Da es ihnen 
gelang, durch subcutane Injektion von Eilecithin die Lebensdauer 
reisgefiitterter Tauben auf etwa das Doppelte der bei unbehandelten 
Kontrolltieren festgestellten zu verlingern, so suchten sie das Wesen 
der Stérung in einer herabgesetzten Neigung zur Phosphatidbildung, 


1 Chauffard, Laroche u. Grigaut, Annales de médecine 8, 69, 1920. 
Zusammenfassung alterer Arbeiten. Albrecht u. Weltmann, Wiener klin. 
Wochenschr. 14, 1911; Weltmann, ebenda 16, 1913; Zieglers Beitr. 56, 


278, 1913. 
2 Reiss, Endokrinologie 7, 1, 1930. 
3 BE. Schmitz u. Hiraoka, diese Zeitschr. 193, 1, 1927. 
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die nach einiger Zeit zur Verarmung des Kérpers an diesen Stoffen 
fiihrt. Viale nimmt eine Stérung des Phosphatidstoffwechsels auch bei 
nebennierenlosen Tieren an'. Die Phosphatidsteigerung unter dem 
KinfluB von A ware dementsprechend als eine Belebung der Synthese 
anzusehen. 

Als wichtigste Frage erhebt sich nun die, ob die innere Sekretion 


der Nebennierenrinde vollstandig durch die Wirkung der von uns 
isolierten Substanzen erkliren laBt, ob die lebenserhaltende, die gonado- 
trope, die Muskelwirkung durch die Steuerung des Lipoidstoffwechsels 
oder durch einen von denselben Substanzen miterfaBten Mechanismus 
zustande kommen. Die Antwort auf diese Frage kann auf zwei ver- 
schiedenen Wegen gegeben werden. Entweder mu an Extrakten, 
2s die die lebenserhaltende Wirkung zeigen und nach ihr standardisiert 

: sind, die Beeinflussung des Lipoidstoffwechsels oder an unseren Sub- 
stanzen die lebenserhaltende, gonadotrope, muskulire Wirkung gezeigt 
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werden. 
Den ersten dieser beiden Wege haben wir bereits beschritten, 
; : Die Firma Allen und Hanbury Ltd. in London war so liebenswiirdig, 
fk uns ein Versuchsquantum ihres Praparates ,,Eucortone’’ zur Verfiigung 


zu stellen, das genau nach den Vorschriften von Swingle und Pfiffner 
dargestellt ist. Wir haben mit diesem Praparat eine Reihe von Ver- 
suchen an Kaninchen und einen am Hunde angestellt, deren Ergebnisse 
a in der Tabelle II] zusammengefaBt sind. Die Versuche lassen eine 
deutliche Cholesterinsenkung und eine vor allem prozentual weniger 
ausgesprochene der Phosphatide erkennen. Unser Faktor B ist zweifellos 
in ihnen vertreten, méglicherweise auch C. Ob A durch das Ausschiitte- 
lungsverfahren beseitigt oder seine Wirkung durch die Anwesenheit 
von C tiberdeckt ist, ist ungewiB. Wir haben bei Versuchen mit Mischung 
reiner A- und B-Praparate bereits den Eindruck gehabt, daB die Wirkung 
Bs von A durch B gehemmt wird. 





Tabelle III. 


Versuche mit Eucortone (Allen und Hanbury). 











Phosphatide Cholesterin 
Tier a Dauer Behandlung yor | nach “yor nach 
Datum Gewicht der In- | der In-| der In- der In- 
jektion | jektion jektion jektion 
Nr. Std. ecm mg-°/9 | mg-9/5 mg-°/9 mg-9/9 
29. XIT. 1932 | 50 2300 g 3 1 } 87 | 82 27 20 
3. 1. 19338 51 2100 ¢ 3 1 | 83 82 22.5 20 
5. I. 1933 2 2000 ¢ 3 2 191 99,5 40,3 35,7 
13. ‘I. 1933 21 2750 g 3 2 98 | 96 25 21,7 
4 5. 1.193838 Hund 2tkg 1 2 266 | 266 161 150 
4 1 Viale, Bolletino della soc. Italiana di biol. sperim. 2, 54, 1927. 
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DaB das Eucortone ebenso wie die friiher von Schmitz und Milbradt 
untersuchten Rindenpraparate die Blutlipoide beeinflubt, beweist 
natiirlich nur, daB in ihm wie in jenen eine oder mehrere unserer Sub- 
stanzen vorhanden ist, nicht aber, daB sie daneben nicht noch andere 
Stoffe fiihren, an denen die lebenserhaltende, die gonadotrope und dice 
Muskelwirkung haften kénnten. Wir miissen daher in besonderen Ver- 
suchsreihen priifen, ob diese Wirkungen von unseren Substanzen aus- 
gehen. Wir haben alle diese Versuche bereits eingeleitet. 

Swingle und Pfiffner beschreiben die Darstellung der Lésungen, 
mit denen ihnen die unbegrenzte Lebenderhaltung beiderseitig neben- 
nierenexstirpierter Hunde gelang, so daB im wesentlichen die in Alkohol, 
Aceton und Benzol léslichen Anteile der Rinde isoliert wurden. Diese 
Léslichkeit weist auf unsere Substanz B als lebenserhaltende hin, und 
tatsachlich erhalt man bei der Einengung des Eucortons im Vakuum- 
exsikkator ein dunkelbraunes Ol, das ahnlich aussieht, wie unsere 
Extrakte vor der Destillation. Die Erfahrungen an B-avitaminésen 
Tauben zwingen aber dazu, mit einer Lebenswichtigkeit auch der 
phosphatidsteuernden Faktoren zu rechnen, denn diese Tiere sterben 
offensichtlich nicht an dem Zuviel an Cholesterin, dessen Zufiitterung 
nach Hotta! sogar das Krankheitsbild in wesentlichen Ziigen verandert 
und mildert, sondern an einem Zuwenig an Phosphatid. Es wird deshalb 
notig sein, unsere drei Faktoren einzeln auf ihre lebenserhaltende Wirkung 
zu untersuchen und dazu bedarf es groBer Versuchsreihen, die wir ge- 
meinsam mit Herrn Prof. Laqua von der hiesigen chirurgischen Uni- 
versitatsklinik durchfiihren. Wir behalten den Bericht tiber sie einer 
besonderen Arbeit vor. 

Die gonadotrope Wirkung ist von Connor? an nach Swingle und Petffner 
dargesteliten Extrakten vermiBt worden. Versuche, die Herr Dr. Bettinger 
vom hiesigen Pathologischen Institut angestellt hat, ergaben, das sie in 
unseren rohen B-Extrakten vorhanden ist. Die Untersuchung der Einzel- 
substanzen ist eingeleitet, jedoch muB auch iiber sie an anderer Stelle be- 
richtet werden. 

Versuche, die Herr Prof. Wachholder am Muskel mit unseren Sub- 
stanzen A und B anstellte, haben das einstweilige Ergebnis gehabt. 
daB beide Kérper den Muskel schon in sehr kleinen Konzentrationen 
kriftig beeinflussen. Uber die Einzelheiten der Wirkung wird Herr 
Wachholder an anderer Stelle berichten. 

Ausgangspunkt der gesamten <rbeiten unseres Laboratoriums 
iiber die Physiologie der Nebennierenrinde (seit 1926) war die schon 
erwihnte Hypothese gewesen, daB die Rinde ein trophisches Organ 
fiir das Nervensystem sei. Schon in einem frihen Stadium unserer 


' Hotta, Zeitschr. f. physiol. Chem. 136, 1, 1924. 
2 Connor, Proc. soc. exp. biol. and med. 29, 131, 1931. 
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Arbeiten unternahm es deshalb auf Wunsch des einen von uns Herr 
Prof. Dr. Georgi, das Patientenmaterial der hiesigen Psychiatrischen 
Universitatsklinik auf Abnormitaten im Lipoidumlauf im Blutplasma 
zu untersuchen. 

Uber diese Untersuchungen ist bereits vor langerer Zeit! vorliufig 
berichtet worden. Sie ergaben, daB bei der endogenen Depression 
meist Hypercholesterinimien bestehen, die beim Abklingen der de- 
pressiven Schiibe normalen Werten weichen. Ganz ahnlich verhalten 
sich Paralysen mit depressiver Affektlage. Die Untersuchungen sind 
inzwischen weitergefiihrt worden und werden in nachster Zeit aus- 
fiihrlich publiziert werden. Bei verschiedenen anderen Erkrankungen 
des Zentralnervensystems, wie Schizophrenie, Tabes dorsalis, Epilepsie, 
Manie und Encephalitis wurden die Cholesterinwerte im Plasma normal 
gefunden. Zu dem Ergebnis, daB bei der endogenen Depression das 
Blutcholesterin in engem Zusammenhang mit den klinischen Er- 
scheinungen gesteigert ist, kam gleichzeitig und unabhangig auch 
Sven Stenberg? in der Stockholmer Klinik, in dessen Arbeit sich eine 
umfassende Analyse der alteren Literatur findet. Nachdem unsere 
Untersuchungen am Tier ergeben hatten, daB es mit Hilfe unseres 
Faktors B gelingt, den Cholesteringehalt des Plasmas isoliert herab- 
zudriicken, hat Prof. Georgi auf unsere Bitte gréBere Reihen von Pa- 
tienten mit Injektionen unseres Faktors B behandelt. Die am SchluB 
unserer Tabelle I angegebenen, beim Menschen erhaltenen Zahlen 
sind ein Ausschnitt aus seinen Untersuchungen und zeigen, daB es 
gelingt, der Hypercholesterinamien des Menschen mit verhaltnismaBig 
kleinen Dosen von B Herr zu werden. Auf die klinischen Begleit- 
erscheinungen der Behandlung einzugehen, ist an dieser Stelle unméglich, 
indessen wird Prof. Georgi in nachster Zeit an anderer Stelle iiber seine 
Erfahrungen berichten*. 

Mit der Dosierung von B sind wir in letzter Zeit auf eine Tages- 
menge von 2,5 mg heruntergegangen, und diese hat sich vollkommen 
ausreichend erwiesen, das Plasmacholesterin niedrig zu halten. Wir 
sehen darin einen weiteren Hinweis darauf, da8 wahrscheinlich B den 
wesentlichsten Inhalt der von Swingle und Pfiffner und an anderen 
Stellen nach ihrer Vorschrift bereiteten Extrakte bildet. In einer kurzen 
Mitteilung* geben naimlich Swingle und Pfiffner an, daB sie mit einer 
Tagesdosis von 0,024 mg Trockensubstanz pro Kilogramm Kérper- 
gewicht das Leben nebennierenloser Tiere erhalten konnten. Diese 


1 Georgi, Arch. f. Psychiatrie u. Nervenkrankh. 88, 494, 1929. 

2 Stenberg, Acta med. Scandinav. 71, 1, 1929. 

3 Im Druck in der klinischen Wochenschrift; siehe auch J. Lange, 
Deutsch. med. Wochenschr. 1932, S. 2029. 

4 Pfiffner, Vars, Bott u. Swingle, Journ. of biol. Chem. 97, XLVI, 1932. 














Innere Sekretion der Nebennierenrinde. 319 


Zahl erregte zunachst unser Erstaunen, da man durch die Berechnung 
auf Gramm Driisensubstanz, wie sie friiher notwendig war, die Vor- 
stellung eines sehr hohen Bedarfs entwickelt hatte. Eine Umrechnung 
unserer Dosen auf Kilogramm Korpergewicht ergibt einen Wert von 
0,035 mg pro Kilogramm, der sicher noch unterschritten werden kénnte. 
Die wirksamen Dosen liegen also in beiden Fallen so nahe beieinander, 
da man auch hierin einen Hinweis auf eine Identitat unseres B mit dem 
Swingle-Pfiffnerschen Hormon sehen darf. 

Unsere Priparate unterscheiden sich von allen anderen, bisher 
in die Offentlichkeit gebrachten dadurch, daB sie chemisch reine, ein- 
heitliche Substanzen darstellen. Es scheint uns daher nicht angingig, 
sie mit einem der zahlreichen, bisher gangbaren Namen zu_belegen. 
An sich ware die Bezeichnung ,,Interrenalin’ in Analogie mit dem 
..Adrenalin’* des Marks die gegebene, da sie aber leider aus auBeren 
Griinden (Namenschutz) unmdéglich ist, schlagen wir die unseres Wissens 
bisher nicht verwendete Bezeichnung ,,Supracortin’ vor, wobei durch 
Zufiigung der Bezeichnungen A, B und C der phosphatidsteigernde, 
cholesterinsenkende und phosphatidsenkende Faktor charakterisiert 
werden sollen. 

Die Darstellung der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Sub- 
stanzen im groBen hat die Labopharma G.m.b.H. in Charlottenburg 


ubernommen. 

Die Mittel fiir die Ausfiihrung unserer Arbeit wurden von der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung gestellt, wofiir 
wir unseren Dank auch an dieser Stelle zum Ausdruck bringen modchten. 
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Nachweis von Chitin in Fliigelresten von Coleopteren 
des oberen Mitteleociins (Fundstelle Geiseltal). 


Von 


Emil Abderhalden und Kurt Heyns. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8S.) 


(Eingegangen am 26, Januar 1933.) 


Unter der an Formen so reichen Fauna, die Herr Prof. Weigelt 
in der Mittelkohle der Grube Cacilie im Geiseltal entdeckt hat, befinden 
sich auch zahlreiche Vertreter der Klasse der Coleopteren. In der 
Kohle eingebettet, finden sich wundervoll erhaltene, in prachtvollen 
Farben schillernde Fliigel und sonstige Anteile von verschiedenartigen 
Kaferarten. Es war von Interesse, zu priifen, ob die auf ein Alter von 
etwa 25 Millionen Jahren geschaitzten Skeletanteile der aufgefundenen 
Coleopteren den gleichen Aufbau aufweisen wie das zu den gleichen 
Zwecken verwendete Material der heute lebenden Arthropoden. Das 
uns von Herrn Prof. Weigelt tiberlassene Material bestand aus Splittern 
von Fliigeln, die in Braunkohlenstiicken eingebettet waren. Sie wurden 
mechanisch von der anhaftenden Kohle befreit und dann auf dem 
Wasserbad getrocknet. Der Riickstand wurde dann fein zerrieben und 
hierauf durch zehnstiindiges Kochen mit konzentrierter Salzsiure 
hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde durch Filtration von noch vor- 
handenen Braunkohlenstiickchen befreit. Eine Probe des leicht gelb 
gefirbten, salzsauren Filtrates ergab eine positive Reduktionsprobe 
mit Alkali und Kupfersulfat. Die Hauptmenge des Hydrolysates 
wurde unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft. Das Ab- 
dampfen wurde unter Wasserzusatz wiederholt, um médglichst alle 
iiberschiissige Salzsiure zu entfernen. Aus der konzentrierten, wasserigen 
Lésung schieden sich nach einigem Stehen im Eisschrank Kristalle ab, 
die in Alkohol unléslich waren. Wir fallten die Lésung mit Alkohol 
und filtrierten vom entstandenen Niederschlag ab. Erhalten wurden 
insgesamt 60 mg Substanz. Das ganze Verhalten des auf dem genannten 
Wege erhaltenen Produktes wies auf salzsaures Chitosamin hin. Die 
Substanz war jedoch noch etwas aschehaltig. Zur endgiiltigen Identifi- 
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zierung kuppelten wir das Produkt in alkalischer Lésung mit Pheny!l- 
isocyanat unter Innehaltung der von Steudel angegebenen Bedingungen’. 
Das erhaltene Kupplungsprodukt Phenylisoc yanat-chitosamin 
das Fehlingsche Lésung noch reduzierte, wurde dann in 50° iger 
Essigsaure gelést und 2 Stunden im siedenden Wasserbad erwarmt. 
Der Schmelzpunkt des so gewonnenen H ydantoins lag bei 210°. Chitos- 
amin-phenylhydantoin zeigt den gleichen Schmelzpunkt. Die Ausbeute 
an reinem Produkt betrug 25 mg. 

2.811; 2,815 mg gaben 5,720, 5,725mg CO,, 1.435, 1,425 mg H,O. 

(13H N20; Ber.: C = 55,68%, H = 5.76%; 
(280,15) gef.: C 55,50, 55,.47°5, H 5.71, 5,66°,. 

Drehung des isolierten Phenylhydantoins in wasseriger Losung 

im 1-dm-Mikrorohr: [a]7)" t hse na } 72,4°. Chitosamin- 
2 .0,0116 

phenylhydantoin zeigt [a]? + 76°. 

Es unterliegt somit keinem Zweifel, daB Chitosamin vorlag, und 
daB die Coleopteren vor etwa 25 Millionen Jahren das gleiche Chitin- 
skelet aufwiesen wie die heute lebenden. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem, 33, 223, 1901; 34, 368, 1902. 

















Uber die Beziehungen der Harnzusammensetzung 
zum Saure-Basenhaushalt. 


VIL. Mitteilung: 
Der Entstehungsmechanismus saurer und alkalischer Harne. 


Von 
S. M. Neuschlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der Medizinischen Fakultat in 
Rosario de Sta Fé, Argentinien.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1932.) 


Ungeachtet der recht zahlreichen Untersuchungen, die der physio- 
logischen Bedeutung der Harnreaktion gewidmet worden sind, ist der 
Mechanismus, mittels welchem die Nieren aus dem Blute, das eine leicht 
alkalische Fliissigkeit mit einer konstanten Reaktion darstellt, einen mehr 
oder weniger sauren Harn zu bereiten imstande sind, noch im wesent- 
lichen ungeklart. Da so der Harn, wie auch das Blutplasma, Puffer- 
gemische enthalten, so beruht der Unterschied zwischen ihrer Reaktion 
offensichtlich darauf, daB das Verhaltnis der in ihnen vorhandenen 
schwachen Sauren zu den betreffenden Salzen ein verschiedenes ist. Die 
Konzentrierung oder Verdiinnung, welche genannte Sauren beim Uber- 
gang aus dem Blute in den Harn erfahren, mu8B demnach eine andere sein 
als die ihrer Salze. Soweit reichen die Ausfiihrungen von Henderson! 
und seinen Mitarbeitern, wie auch die, welche Cushny? in seinem be- 
kannten Buche iiber die Sekretion des Harns wiedergibt. Nirgends 
konnten wir jedoch auch nur einen Versuch antreffen, den Mechanismus 
dieser selektiven Nierentatigkeit zu erkliren und die Faktoren zu 
analysieren, welche die Nieren veranlassen, einmal einen stark sauren, 


1 Henderson u. Spiro, diese Zeitschr. 15, 105, 1909; Henderson u. 


Palmer, J. of biol. Chem. 14, 81, 1913. 
2? Cushny, The secretion of urine, London 1917. 
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ein anderes Mal einen weniger sauren oder alkalischen Harn abzu- 
scheiden. In dieser Arbeit ist der Versuch unternommen worden, von 
bekannten Tatsachen des Saure-Basenhaushaltes und der Nieren- 
physiologie ausgehend, eine zufriedenstellende Theorie dieser Funktion 
auszuarbeiten. 

Unsere Hypothese beruht auf der von Cushny entworfenen Theorie 
der Harnsekretion und besagt, daB die Ausscheidung der Bicarbonate 
mit dem Harn auf Art der sogenannten Schwellensubstanzen erfolgt, 
d.h. dag die aus den Tubulis riickresorbierte Fliissigkeit eine bestimmte, 
konstante Konzentration an diesen Salzen aufweist, welche von ihrer 
Menge im Blute und im Glomerulusultrafiltrat unabhdngig ist. Im fol- 
genden soll einmal der Nachweis erbracht werden, daB genannte An- 
nahme tatsaéchlich ausreicht, um die Bildung von Harnen verschiedener 
Aziditat zu erklaren und dann eine Reihe von Versuchen besprochen 
werden, die dieselbe zu stiitzen geeignet sind. 

Die Erklarung, die wir auf Grund der gemachten Annahme fiir 
die Entstehung von Harnen verschiedener Sauregrade geben, beruht 
auf folgenden Uberlegungen. Es sei zunachst darauf hingewiesen, 
daB zwischen den Bicarbonaten und anderen Schwellenstoffen (wie 
etwa Traubenzucker) der wichtige Unterschied besteht, daB, wahrend 
von letzteren in den Nierenkanalchen im héchsten Falle soviel riick- 
resorbiert werden kann, wie das in den Glomerulis entstandene Ultra- 
filtrat enthalt, Bicarbonat fortlaufend aus CO, neugebildet wird, so 
daB die schlieBlich riickresorbierte Menge von der urspriinglich vor- 
handenen so gut wie unabhangig ist. Durch die Riickresorption von 
Bicarbonat wird das Gleichgewicht zwischen den vorhandenen schwachen 
Sauren (priméires Phosphat, organische Sauren) und ihren Salzen 
aufgehoben, demzufolge eine gewisse Menge dieser Sauren in Freiheit 
gesetzt und eine aquivalente Menge Bicarbonat gebildet wird, welches 
wiederum der Riickresorption anheimfallen kann. Es ist auch ohne 
weiteres verstandlich, daB die hierdurch bewirkte Verschiebung des 
Gleichgewichts nach der sauren Seite um so bedeutender sein wird, 
je geringer die urspriingliche Bicarbonatkonzentration im Verhiltnis 
zu derjenigen in der riickresorbierten Flissigkeit war. Ist dagegen 
die Bicarbonatkonzentration im Ultrafiltrat gleich oder gar héher als 
in der riickresorbierten Fliissigkeit, so bleibt das Verhaltnis der tibrigen 
schwachen Sauren zu ihren Salzen unverandert, oder wird im Sinne 
einer Vermehrung dieser letzteren, d.h. nach der alkalischen Seite 
verschoben. Auf Grund unserer Hypothese muf demnach erwartet 
werden, daB der ausgeschiedene Harn saurer als das Blut sei, wenn die 
Konzentration der Bicarbonate im Glomerulusultrafiltrat -— oder 
was im wesentlichen auf das gleiche kommt, im Plasma -— unterhalb 
eines bestimmten Schwellenwertes bleibt, wahrend in Fallen, in denen 
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hesagte Schwelle iberschritten wird, wir einen starker alkalischen Harn 
zu gewartigen haben. 

Obwohl bereits dieser, aus unserer Hypothese zwingend folgende 
SchluB einer experimentellen Priifung zugénglich ist, schien es doch 
wiinschenswert, unsere Annahme auch noch auf andere Weise zu kon- 
trollieren, zu welchem Zweck unserer Theorie zunachst eine mathe- 
matische Form gegeben werden muBte. Bei der Entwicklung dieser 
haben wir uns folgender Beziehungen bedient: Es bedeute + das Volumen 
des ausgeschiedenen Harns, V das Ultrafiltratvolumen, in welchem 
die gleiche Puffermenge enthalten war wie im Harnvolumen v. Das 
Verhaltnis V/v = r stellt demnach den Grad der Konzentrierung dar, 
den die Puffersubstanzen infolge der Riickresorption von Fliissigkeit 
aus den Harnkanalchen erfahren haben. Mit A, bezeichnen wir die 
Konzentration der fixen Puffersiuren und mit A, die ihrer Salze im 
Glomerulusultrafiltrat, mit a, die Konzentration derselben Sauren und 
mit a, die ihrer Salze im Harne. 8B stellt die Konzentration der 
Bicarbonate im Ultrafiltrat, oder, was auf dasselbe hinauskommt. 
im Blutplasma dar, 6 die Bicarbonatkonzentration im Harn und B, 
die in der aus den Nierenkanalchen riickresorbierten Fliissigkeit oder 
mit anderen Worten, den Schwellenwert fiir Bicarbonat in der Niere. 
Es sei schlieBlich C die Konzentration der Kohlensaure im Ultrafiltrat 
und im Harne, 4, die scheinbare Dissoziationskonstante von CO, und 
k, die mittlere Dissoziationskonstante der mit dem Harn ausgeschiedenen 
sonstigen schwachen Sauren. 


Die gegenseitigen Beziehungen, die auf Grund unserer Theorie 
zwischen diesen GréBen angenommen werden miissen, sind die fol- 


genden. 


1. Da die Gesamtpuffermenge im Harnvolumen v die gleiche ist 
wie im Ultrafiltratvolumen V, so ist: 


(a, + a) v = (A, + A) V 


oder, wenn wir fiir das Verhaltnis V/v, r einsetzen: 


ase # (1) 


2. Die aus den Harnkanalchen riickresorbierte Bicarbonatmenge 
ist gleich dem Produkt der Bicarbonatkonzentration in der riickresor- 
bierten Flissigkeit (B,) und des Volumens derselben. Dieses ergibt sich 
offenbar aus dem Unterschied zwischen dem Volumen des Ultrafiltrats (V) 
und des Harns (v). Nach den obigen Ausfiihrungen ist nun diese Bi- 
carbonatmenge, B,(V — v), aber fiir den Verlust an Puffersalzen maf- 
gebend, welchen das Ultrafiltrat infolge der Riickresorption erfahrt. 
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Hieraus folgt, daB die Summe der im Harn erscheinenden Puffersalze 
und die des riickresorbierten Bicarbonats gleich der im Ultrafiltrat- 
volumen (VV) enthaltenen Menge dieser Salze sein muB. Demnach ist: 


By (V — +) + v (a, + 5b) V (A, + B) 


oder, wenn wir auch hier fiir das Verhaltnis Vo v7, 7 setzen: 


By (r 1) + v (ag + 5b) (A, + B)r. (2) 
3. SchlieBlich ist: 
hin = ks z und ky ; = k, - (2) 
Aus diesen beiden Gleichungen ergibt sich: 
b A, a, . 
i A,a, ‘*) 


Lésen wir das aus den Gleichungen (1), (2) und (3) bestehende 
System nach B, auf, wobei a,, a,, 6, B und r als bekannte GréBen an- 
gesehen werden, so erhalten wir: 


Bir(a,b + a,B) + a,(a,— b)| — (a, + by a,b 


B, 
(r — }) (a, b 4 a, B) 


(4) 

Da nach Annahme unserer Ausgangshypothese die durchgefiihrte 
Uberlegung zwingend war, darf die Gleichung (4) als synthetischer 
Ausdruck unserer Theorie angesehen werden. Wenn also unsere An- 
nahme, nach welcher die Bicarbonatkonzentration in der aus den 
Nierenkanalchen riickresorbierten Flissigkeit konstant und unabhangig 
von dem jeweiligen Stande des Saure-Basengleichgewichts ist, zu Recht 
besteht, so muB gefordert werden, daB der auf Grund der Gleichung (4) 
berechnete Wert fiir 6, annaihernd derselbe sei, welchen Wert auch 
immer die einzelnen, auf der rechten Seite der Gleichung vorkommenden 
Gré6Ben annehmen. Hierdurch war demnach eine gute Méglichkeit 
gegeben, unsere Theorie einer experimentellen Kontrolle zu unterziehen, 
zu welchem Zweck lediglich die genannten Gr6éBen, in einer Anzahl 
Faille mit médglichst verschiedenem Saure-Basengleichgewicht, be- 
stimmt und aus ihnen der jeweilige Wert fiir B, berechnet werden 
mubBte. 

Da das Glomerulusultrafiltrat an sich einer Analyse nicht zu- 
ganglich ist, so muBten die Werte, die sich auf dieses beziehen, mittels 
Analyse des Blutplasmas ermittelt werden. Um die tatsdchliche Zu- 
sammengehorigkeit dieser Werte mit den Ergebnissen der Harnanalyse 
zu gewahrleisten, miBten sich die Blut- und Harnproben eigentlich 
auf denselben Augenblick beziehen. Diese Bedingung streng einzuhalten, 
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ist aber aus verschiedenen Griinden unmédglich, nicht zuletzt auch 
deshalb, weil allzukleine Harnmengen zur Ausfiihrung der notwendigen, 
zahlreichen Analysen nicht ausreichen. Wahrend langeren Zeitab- 
schnitten kénnen sich aber mehr oder weniger bedeutende Verschiebungen 
im Saure-Basengleichgewicht einstellen, so daB die untersuchte Blut- 
probe nicht den gleichen physiologischen Zustand wiederspiegelt wie 
der Harn. Um dies nach Méglichkeit zu vermeiden, muBte einmal 
der Zeitabschnitt, waihrend dessen der zu untersuchende Harn aus- 
geschieden wird, kurz gehalten und ferner dafiir gesorgt werden, daB 
die Bedingungen, welche fiir das Siure-Basengleichgewicht maBgebend 
sind, innerhalb der in Frage kommenden Zeit eine méglichst weitgehende 
Konstanz desselben gewahrleisteten. 


Die Untersuchungen wurden ausschlieBlich an gesunden Menschen 
(Mannern) ausgefiihrt, einmal weil sie einfacher und bequemer zu hand- 
haben sind als Tiere, ferner auch weil bei ihnen die zur Analyse aus- 
reichende Harnmenge in kiirzerer Zeit erhalten werden konnte. Als 
Versuchszeit wurde 1 Stunde festgesetzt. Der Harn, der wahrend 
dieser Zeit sich in der Blase angesammelt hatte, wurde unter Paraffin 
aufgefangen und sofort analysiert. Genau !/, Stunde nach Beginn 
des Versuchs wurden 20 ccm Blut aus der ungestauten Armvene unter 
Paraffin und Oxalat-Fluoridzusatz entnommen und das sofort ab- 
zentrifugierte Plasma ebenfalls analysiert. Um die erwihnte Konstanz 
des Saure-Basengleichgewichts herbeizufiihren, wurden die Versuchs- 
personen 3 bis 4 Tage vor dem Versuch einer bestimmten, azidotisch 
oder alkalotisch eingestellten Ernihrungsweise unterworfen, im Laufe 
der dem Versuch vorausgehenden 2 Stunden und wahrend dieser 
letzteren dagegen -- mit Ausnahme 200 cem Wassers, die zur Anregung 
der Diurese verabreicht wurden — niichtern gehalten und strenge 
Bettruhe vorgeschrieben. 


Die GréBen, welche zwecks Berechnung des Wertes By auf Grund 
der Gleichung (4) bestimmt werden muBten, waren die folgenden: 


1. Die Konzentration der Bicarbonate im Glomerularultrafiltrat (B), 
die im wesentlichen als gleich mit der im Blutplasma angesehen werden 
kann. Diese wurde mittels des volumetrischen Verfahrens von van Slyke 
und Stadie! bestimmt und durch Division des prozentuellen Gehalts 
des Plasmas an gebundenem CO, durch 0,224, in Dezimilliaquivalenten 
pro Liter ausgedriickt. 

2. Die Konzentration der fixen Puffersiuren im Harne (a,) be- 


stimmten wir auf Grund unserer in friiheren Arbeiten entwickelten 
CUberlegungen auf folgende Weise. 10ccm Harn wurden  mittels 


1 van Slyke u. Stadie, J. of biol. Chem. 49, 1, 1921. 
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n/l0 NaOH bis zum Umschlagspunkt des Phenolphthaleins titriert, 
die verbrauchten Kubikzentimeter mit 100 multipliziert und die 
Menge des im Harn vorhandenen gebundenen Kreatinins in Abzug 
gebracht. 


3. Die Bestimmung der Puffersalze (a,) im Harn ist in fritheren 
Arbeiten! bereits genau beschrieben worden, so daB wir auf dieselben 
hinweisen kénnen. Bei den hier besprochenen Versuchen sind die 
Titrationen elektrometrisch, mit Hilfe einer Chinhydronelektrode 
ausgefiihrt worden. 


4. Die Bicarbonatkonzentration im Harn (6) wurde ebenfalls 
mit Hilfe des erwahnten van Slykeschen Apparats bestimmt und zwar 
derart, da8 einmal natiirlicher Harn, dann derselbe nach Anséiuerung 
mittels 10% iger H,SO, der Evakuierung unterworfen wurde. Der 
Unterschied zwischen den Resultaten beider Bestimmungen ergibt 
die Menge des vorhandenen Bicarbonats. Da die Konzentration dieses 
letzteren, wie bekannt, je nach dem Sauregrad des Harnes, sehr erheb- 
liche Schwankungen aufweist, so muBten, um im van Slykeschen 
Apparat bestimmbare CO,-Mengen zu erhalten, verschiedene Harn- 
volumina zur Analyse verwendet werden, die entsprechend dem py des 
Harns zwischen 0,2 und 10 cem schwankten. Es ist einleuchtend, 
daB die mittels dieses Differentialverfahrens erhaltenen Werte fiir } 
keinen Anspruch auf Genauigkeit erheben kiénnen, was namentlich 
fiir stark saure Harne gilt, bei denen die zu messenden Bicarbonat- 
mengen nur gering sind. (Bei stirker alkalischen Harnen lassen sich 
hingegen durch Verdiinnung des Harns mit kohlensiurefreier Na(Cl- 
Lésung recht genaue Messungen ausfiihren.) Nun zeigt jedoch eine 
Betrachtung der Gleichung (4), daB der Wert von B, bei kleinen b-Werten 
nur wenig von diesen abhingt, so daB selbst erhebliche Fehler bei der 
Bestimmung von 6 einen nur unbedeutenden Einflu8 auf die errechnete 
GréBe von B, ausiiben. Da andererseits Doppelbestimmungen von 6. 
die wir auf die beschriebene Art ausfiihrten, niemals gréBere Ab- 
weichungen als von etwa 20%, aufwiesen, diirfen wir die erhaltenen 
Werte als von einer fiir unsere Zwecke ausreichenden Genauigkeit 
ansehen. 


5. Was schlieBlich die Bestimmung der Verhiltniszahl r betrifft, 
so beruhte diese auf der Gleichung (1). Da die Werte fiir a, und a, 
schon bekannt waren, muBte, um r berechnen zu kénnen, nur die Summe 
A, + Ag, d.h. die Gesamtkonzentration der fixen Puffer im Plasma- 
ultrafiltrat bestimmt werden. Zu diesem Zweck haben wir uns anfanglich 
eines, mittels eines de Haenschen Membranultrafilters gewonnenen, ei- 


1 Neuschlosz, diese Zeitschr. 240, 286, 1931. 








: 


Fae OR: Re ARTS. 














328 S. M. Neuschlosz : 


weiBfreien Ultrafiltrates bedient, welches aus derselben Blutprobe ge- 
nommen wurde, die wir zur Bestimmung der Bicarbonatkonzentration 
brauchten. In den spateren Versuchen wurde, um den durch die Ultra- 
filtration bedingten Zeitverlust zu vermeiden, das Plasma mit dem 
gleichen Volumen einer 20°,igen Lésung von Trichloressigsiure ver- 
setzt und mit dem so erhaltenen eiweiBfreien Filtrat gearbeitet. Wie 
wir uns tiberzeugen konnten, ist der Puffergehalt beider eiweiBfreien 
Lésungen der gleiche. Was andererseits die Trichloressigséiure selbst 
betrifft, so iibt diese, infolge ihrer hohen  Dissoziationskonstante 
(k 3. 10-'), im fiir uns in Frage kommenden Bereich keine merkliche 
Pufferwirkung aus. 

Unser Vorgang gestaltete sich demnach folgendermafen : 

10cem des Trichloressigséurefiltrates wurden zuniachst mit n/1l0 
NaOH, unter elektrometrischer Kontrolle, auf ein pu von 3,7 bis 3,8 ge- 
bracht und dann n/100 NaOH tropfenweise zugesetzt, bis pu 4.0 erreicht 
wurde. Hiernach begann die eigentliche Titration, die ebenfalls mit n/100 
NaOQuH, mit Hilfe einer Mikrobiirette ausgefiihrt und bis zum Umschlags- 
punkt des Phenolphthaleins fortgesetzt wurde. Weitere 10 cem desselben 
Filtrates wurden mit Ig geléschten Kalkes versetzt, durchgeschiittelt 
und nach 15 bis 20 Minuten abfiltriert. In 5 ccm dieses zweiten Filtrates 
bestimmten wir elektrometrisch, ebenfalls mittels einer Mikrobiirette, die 


Menge n/100 HCl, welche notwendig war, die Reaktion von 4,0 auf 2,7 
zu bringen. Die Anzahl der bei der ersten Titration verbrauchten Kubik- 
zentimeter n/100 NaOH wurden mit 20, die der verbrauchten Kubik- 
zentimeter n/1l00 HCl mit 40 multipliziert. Die Summe_ beider so 
erhaltenen GréBen ergibt unmittelbar den Wert A, + Ag, da die Kreatinin- 
konzentration im Blute zu gering ist, um das Titrationsergebnis zu beein- 
flussen. 

6. Es wurde auBerdem in jedem Harn py bestimmt, und zwar 
in sauren und in annahernd neutralen Harnen elektrometrisch mittels 
einer Chinhydronelektrode, in alkalischen Harnen (py 7.5) kolori- 
metrisch nach Michaelis!. 

Die Resultate, die wir in 24 Versuchen dieser Art erhalten haben. 
sind in der beigefiigten Tabelle zusammengestellt. Wie ersichtlich, 
schwanken die Werte, die wir fiir B, errechnen konnten, nur zwischen 
322 und 376 Dezimilliaiquivalenten pro Liter, obwohl in den untersuchten 
Fallen sowohl die Bicarbonatkonzentration im Plasma wie auch der Saure- 
grad des Harns sich zwischen recht weiten Grenzen bewegt. Das arithme- 
tische Mittel der By-Werte berechnet sich zu 344, mit einer mittleren Ab- 
weichung von 16,05, was 4,8°, des Mittelwertes darstellt. In Cberein- 
stimmung mit unserer Hypothese zeigt sich also der Schwellenwert 
fiir die Ausscheidung von Bicarbonaten durch den Harn tatséchlich 
annahernd konstant, wodurch unsere Anschauung eine wichtige experi- 


! Michaelis u. Gyémant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
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mentelle Stiitze erhalt. Auch die weiter oben geforderte Abhangigkeit 
zwischen der Bicarbonatkonzentration im Plasma und der jeweiligen 
Harnreaktion konnte bestatigt werden, da in den Fallen, in denen die 
Bicarbonatkonzentration im Plasma héher war als der berechnete 
Schwellenwert, der Harn eine saurere Reaktion aufwies als das Blut 
(pu 7.4), wihrend umgekehrt bei Bestehen einer héheren Bicarbonat- 
konzentration der ausgeschiedene Harn eine starker alkalische Reaktion 
inne hatte. 

Die mitgeteilten Tatsachen unterstiitzen demnach die oben entwickelte 
Theorie zufriedenstellend, wahrend diese sich andererseits als faihig 
erweist, den Mechanismus zu erklaren, mittels dessen die Nieren Harne 
verschiedener Sauregrade zu bereiten imstande sind. 





Harn. 
Nr. B Pu ay ft» h r B 
1 213 4.88 108 39 0.7 3 0 
2 231 4,92 140 57 O8 4 352 
3 262 4,97 148 97 1.0 5 364 
4 284 5,03 280 156 0.9 q 358 
5 207 5.07 S6 64 1.3 3 351 
6 254 5,11 108 90 1,5 4 373 
7 302 5,16 216 IS1 1,7 8 376 
8 284 5,25 206 280 2.2 i) 341 
9 220 5,26 102 YS 2.4 4 325 
10 255 5,52 114 124 4.0 5 345 
11 239 5,75 50 80 7 3 355 
12 250 5,82 66 132 8 4 350 
13 240) 6.71 17 111 62 3 339 
14 255 6.73 17 194 65 4 322 
15 259 6,80 16 240 72 5 323 
16 3511 6.89 25 194 93 6 338 
17 323 7.35 15 1460 186 29 325 
18 373 7.65 2 440 750 8 325 
19 353 7.76 4 790 660 16 335 
20 365 7.84 12 1340 S40 27 341 
21 387 7,88 17 1710 912 39 370 
22 391 7.93 3 620 1050 12 331 
23 357 8,10 3 1466 1459 28 324 
24 387 8.15 3 1300 1540 27 342 


Arithmetischer Mittelwert fiir By: 344. Mittlere Abweichung: 16,05 4.5 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Theorie entwickelt, um die Fahigkeit der Nieren 
zu erklaren, je nach Bedarf einen mehr oder weniger sauren oder al- 
kalischen Harn ausscheiden zu kénnen. Genannte Theorie baut sich 
auf der Hypothese auf, da die Bicarbonate sich gelegentlich ihrer 
Ausscheidung mit dem Harn als Schwellensubstanzen verhalten. d. h, 
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ihre Konzentration in der aus den Nierenkandalchen riickresorbierten 
Flissigkeit konstant und von der im Blutplasma unabhangig ist. Wie 
nachgewiesen wird, ist diese Annahme tatsichlich geeignet, die Bildung 
von Harnen verschiedener Reaktion zu erklaren. Mittels mathematischer 
Formulierung obiger Hypothese gelangen wir zu einer Gleichung, 
welche den erwaihnten Schwellenwert der Bicarbonatkonzentration 


aus unmittelbar meBbaren GréBen zu berechnen gestattet. 24 an 
gesunden Mannern ausgefiihrte Versuche zeigen, daB der Schwellenwert 
sich tatsichlich annahernd konstant (mittlere Abweichung 4,8 °%%) 
erweist und ferner, daB der ausgeschiedene Harn saurer oder alkalischer 
wird als das Blut, je nachdem, ob die Bicarbonatkonzentration im Blut- 
plasma niedriger oder héher als besagter Schwellenwert ist. 

















Weitere Untersuchungen iiber das Akropeptid aus Casein. 
Uber den Bau von Polypeptidketten und dessen Beziehungen 
zur fermentativen Spaltbarkeit. 

Von 
A. Fodor und Sonja Kuk. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie, The Hebrew University, 
Jerusalem. ) 


(Eingegangen am 9, Januar 1935.) 
Zur weiteren Priifung der strukturellen Beschaffenheit des beim 


Abbau von Casein! mit heiBem Glycerin erhaltenen Produktes, dem 
wir den Bau eines Akropeptides, und zwar eines (Tetra, Tetra’)-peptides : 


CH,—CH, CH,-CH,-C Hy CH,-NH, on 
‘ . | (3) : 
CMeCH CO CH-C(OH).N.CH CO.NILCH-CH, CH. HO 
CH, CH—CO.N COOH CH, 
Nu 
CH, (1) CH, CH, 
H, 0. CH-CH,-CH NH.CO-CH-N C(OH—CH. }co CHa—CHe 
(4) | : , . 
CH, seek iia N.coO CH CH, 
= Cy, Hz Ny Oyo. 2H, O = 913.64 NH 


(Die eingeklammerten Ziffern zeigen die Acetylierungsorte an.) 


verliehen haben, wurde das Casein unsererseits durch Auflésung in 
geschmolzenem Resorcin abgebaut®. Dabei entstand nicht allein ein 
Produkt der Molekularformel C,,Hg,N,Cj., sowie (Cy, Hgz Ng Cjo)o 

; . Cy Hep Ng Ojo 
sondern auch ein solches vom halben Molekulargewicht = “was 


in der Weise gedeutet werden konnte, daB das urspriingliche Assoziat 


1 4. Fodor u. S. Kuk, diese Zeitschr. 240, 123, 1931. 
2 Dieselben, ehenda 245, 350. 1932. 
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von vier Tetrapeptidketten durch das Resorcinmilieu teilweise in die 
Doppelkette, die beim Glycerinabbau als Hauptprodukt erscheint, 
abgebaut wird, teilweise aber auch bis zu den einfachen Tetraketten, die 
man im Glycerinprodukt nicht auffinden konnte. Aus diesem Grund 
ergab sich die Notwendigkeit, das oben formulierte Glycerinprodukt in 
die beiden Tetraketten abzubauen. Fand sich ein Mittel, durch das 
einzig und allein das Molekulargewicht vermindert und auf den Wert 
von etwa 913/2 gebracht wird, ohne daB eine Anderung in den iibrigen 
analytischen Daten, insbesondere auch keine im Aminostickstoffwert, 
ferner im Carboxyltiter eintritt, so spricht dies entschieden fiir die 
Aufspaltung jenes Produktes ohne irgendwelche hydrolytische Ein- 
vriffe in sein Molekiil. 

Kin Mittel dieser Art stellt eine etwa fiinffach normale Milchsaure- 
losung dar. Setzt man das Glycerinprodukt ), ihrem EinfluB wahrend 
mehrerer Tage bei 37° aus, so 1laBt sich durch eine im Versuchsteil 
angegebene Behandlung in quantitativer Ausbeute ein Produkt ab- 
scheiden, dessen Molekulargewicht im Mittel 467 betragt, anstatt des 
berechneten Wertes von 913/2 = 456. 

Stickstoff- und Aminostickstoffwerte veranderten sich gegeniiber 
dem Ausgangsprodukt D, nicht im geringsten. Dagegen verdnderte 
sich der Carboxyltiter (nach Methode von Willstatter-Waldschmidt- 
Leitz), indem statt, wie in Produkt D,, zweier Carboxylaiquivalente, im 
gespaltenen Molekiil nur 1,07 bis 1,16 Aquivalente COOH auftraten, 
eine Carboxylgruppe somit nahezu véllig geschlossen wurde. Auf diese 
merkwiirdige Tatsache kommen wir sofort zuriick. Erwahnt werde 
noch, daB die spezifischen Drehungen des Produktes ), und des Spalt- 
produktes in doppeltnormaler Essigsiurelésung so gut wie identisch 
sind. Wie bereits bei den acetylierten Akropeptiden, die aus Gelatine 
erhalten werden konnten, beobachtet worden ist, bleibt die optische 
Drehung bei diesen Assoziaten von der MolekulargréBe so gut wie 
unabhingig. 

Alle die angegebenen Resultate sprechen somit gegen die etwaige 
Hydrolyse eines Oktapeptides in zwei Tetrapeptidhalften. Zunachst 
ware dann nicht einzusehen, daB nicht kleinere Bruchstiicke, als gerade 
Tetrapeptide, entstehen, die sich durch ein niedrigeres Molekular- 
gewicht zu erkennen geben wiirden. Die Konstanz des Aminostickstoffs 
vor und nach der Milchséureeinwirkung wiirde mit einer Hydrolyse 
nur in dem Falle vertraglich sein, wenn an dieser gerade die Imino- 
gruppe eines Pyrrolidinringes beteiligt ist, ein weiteres Zufallsmoment. 


Hinzugefiigt werde tibrigens, daB der nach der Methode von Linder- 
strém-Lang bestimmte Aminostickstoff nicht von Iminogruppen des 
Prolinringes herriihren kann, da er sich auch nach der Methode von 
van Slyke ergibt, allerdings nicht in quantitativer Weise, aus dem 
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Grunde nicht, weil das in Essigséure oder Lauge geléste Produkt im 
van Slykeschen Apparat mit dem Nitritgemisch sofort ausflockt. 
Immerhin wird rund 1°, Aminostickstoff statt der berechneten 1,56°,, 
auf diesem Wege ermittelt, was als Beweis herangezogen werden darf, 
daB dabei in der Tat eine Aminogruppe, wie sie in der Formei auftritt, 
im Spiele ist. 

Und nun zur Frage, weswegen eine der beiden Carboxylgruppen 
nach der Aufspaltung verschwindet. Unter hydrolytischen Bedingungen 
muBten sich die Carboxyle bekanntlich vermehren, die hier eintretende 
Verminderung steht somit auf einer ganz anderen Ebene der Diskussion. 
Betrachten wir die beiden Spaltstiicke nebst ihres Assoziates, und zwar 
bei folgender neuen Formulierung !: 


CH, CH, 
CHy CH CO.NH.CH . C(OH)-—-N.CH.CO.NH.CH . COO 
NH, (CHy)s CH, CH, 
COOH (CHs)..CH 
CH. (CHs), NH, COOH 
én, (CHo), (CH yg). NH, 
COO .CH.NH.CO.CH om C(OH) .CH.NH.CO) CH CH, 
CH,—CH 


' Diese neue Formulierung griindet sich auBer auf den Ergebnissen 
dieser Mitteilung auf den Umstand, dali endstandige Prolinreste nach det 
Titriermethode von Linderstrém-Lang nachweisbar sein miissen, was bei 
unserem Produkt nicht der Fall ist. sowie auf den binnen kurzem zu ver 
Offentlichenden Befund an den Produkten der Gelatine, in denen wir eine 
Betainbindung. wie in der obigen Formel, anzunehmen gezwungen sind. 
Wie unsere eigens an Betain angesteliten Versuche zeigten, libt sich dieses 
weder nach der Methode von Wo/lstdtter Waldschmidt, noch nach Linder 
strém-Lang titrieren. Obiges Formelbild stellt ein Doppeltetrapeptid 
Prolyl-glutaminyl-lysyl-leucin Prolyl-glutaminyl-alanyl-leucin) dar, so 
daB also die beiden freien und titrierbaren COO H-Gruppen von der Glutanin 
sdure herriihren, die hier im Gegensatz zur friiheren Formulherung nicht zum 
Pyrrolidonylring geschlossen wurde. Dagegen sind die beiden endstandigen 
Leucincarboxyle mit dem Prolin-N betainartig verbunden und = daher, 
gestiitzt auf den besagten Betainversuch, nicht titrierbar. Bei den Gelatine 
assoziaten handelt es sich um die partielle betainartige SchlieBung des 
Prolintripeptidkomponente, indes im = gegenwiirtigen Falle die betden 
Tetrapeptidkomponenten in dieser Weise geschlossen sind. Die Formulierung 
unter Betainbindung und Offenhaltung der Glutaminylreste (die erst nach 
erfolgter Spaltung in die beiden Tetrakomponenten teilweise geschlossen 
werden) gestattet neben der Einfiihrbarkeit von fiimf Acetylresten, was 
gemaB unseren Befunden unbedingt vonné6ten ist, somit noch die Erklarung. 
daB die endstandigen Prolylreste nach Linderstrém-Lang nicht  titriet 


bar sind. 
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Es entsteht die Frage, aus welchen Griinden wir die noch iibrig 
gebliebenen CO-NH-Bindungen nicht ebenfalls in der tautomeren 
Form ausdriicken. Wiirden wir dies tun, so hitten wir keine Méglichkeit 
mehr, in unser Doppeltetrapeptidmolekil fiinf Acetylreste einzufiihren, 
wie es den Versuchstatsachen entspricht. AuBerdem sehen wir uns 
noch durch einen weiteren experimentellen Befund gezwungen, daran 
festzuhalten, da eine zu einer Carboxylgruppe «-stindige NH 
Gruppe nicht in der tautomeren Form auftritt. Wie in der nachsten 
Zeit mitgeteilt werden soll, erhielten wir beim Resorcinabbau von 
Hefephosphorprotein u.a. eine Pentapeptidkette, der wir die Zu- 
sammensetzung Prolyl-trialanyl-tyrosin zuschreiben. In diesem Koérper 
gibt es fiinf NH-Gruppen und eine phenolische Hydroxylgruppe, die 
alle acetylierbar sein sollten. In Wirklichkeit lassen sich nur drei Acetyle 
maximal einfiihren. Verwerfen wir den Gedanken iiberhaupt, daf 
CO-NH-Gruppen sich am Stickstoff acetylieren lassen, so lieBe sich 
die Einfiihrbarkeit lediglich zweier Acetyle erkliren: der Prolinimido- 
gruppe, sowie des Phenolhydroxyls. Da jedoch drei Acetyle ausfiihrbar 
sind, so mu noch eine zwischenstellige NH-Gruppe acetylierbar sein, 
deren Lage von jener der drei anderen abweicht. Diese kann nur die 
NH-Gruppe des Endbausteines sein, die zum freien Carboxyl des 
letzeren «-standig ist. Somit ergibt sich fiir unser Pentapeptid folgendes 


Bild: 


OH (CH, 0H (CH; OH CH, _CHy. CoH, (0H) 
_C=N .CH.C=N.CH. C=N. GH.CO—NH. CH.COOH. 


Vu (a) 


Abgesehen von einer solchen Strukturierung der Polypeptide, 
kann es stets zu Ringbildungen zwischen dem endstindigen Carb- 
oxyl und dem im endstindigen Prolinrest vorhandenen Stickstoffatom 
kommen, wodurch dieses Carboxyl in nicht wasserigen Medien nicht 
mehr ohne weiteres titrierbar sein wird. 


In unserem Falle des Tetrapeptides: 
H,C CH, 


CH, CH, tt OH CH 


—— : 3 (a) 
OC\ ) CH—C=N.CH.CO—NH. CH. CH, . CH(CHg)». 
HyC. /CH—CO.N 
N Hy O—CO 


DaB nach Aufspaltung des Glycerinproduktes aus Casein dennoch 
eine titrierbare Carboxylgruppe verbleibt, mag dem Umstande zu- 
geschrieben werden, daB in dem einen der beiden Spaltprodukte die 
freie Aminogruppe des Lysylrestes anwesend ist und das Zustande- 
kommen eines Ringschlusses im Glutaminylrest stért, wenn auch nicht 
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vollstindig verhindert. In den Polypeptiden mit endstandigen freien 
Aminogruppen 1a8t sich die Titrierung des Carboxyls ohne Schwierig- 
keit durchfiihren, da keine Gelegenheit zu einer Betainbindung 
besteht. 

Abgesehen von neuen experimentellen Fragestellungen iiber die 
Struktur der Polypeptide, die sich durch diese Ausfiihrungen ergeben, 
laBt sich noch auf die Unterschiedlichkeit hinweisen, die zwischen 
Dipeptiden und héheren Polypeptiden, alle mit freien endstandigen 
NH,- sowie COOH-Gruppen gedacht, bestehen muB, wenn man mit 
Ausnahme des zum Carboxyl «-stindigen Stickstoffs alle iibrigen 
N-Atome innerhalb der Gruppe C(OH)=N formuliert. In diesem Falle 
namlich wiirde ausschlieBlich das héhere Polypeptidmolekiil mit 
C(OH)=N-Gruppen ausgestattet sein, indes das Dipeptid, das lediglich 
ein zum Carboxyl «-staindiges N-Atom besitzt, diese tautomeren Bin- 
dungen a priori nicht besiBe. Fermentativen Wirkungen gegeniiber 
wiirden sich hieraus Unterschiede zwischen den Dipeptiden einerseits 
und den héheren Polypeptiden andererseits herleiten lassen, wie sie 
in der Wirklichkeit vorgefunden worden sind und von der W illstdtter- 
schen Schule mit der Lange der Ketten in Zusammenhang gebracht 
wurden, eine Erklirungsweise, die wenig Stichhaltigkeit besaB. Eine 
strukturelle Verschiedenheit der Polypeptide wiirde solchen enzymati- 
schen Spezifititen eher Rechnung tragen: 


R (a) R, R, OH Ry OH R, 
CH -CO—NH.CH.COOH;CH—C=N.CH.C=N...R3—CO.NH{JCH.COOH 
NH, Dipeptid NH, Poly peptid (a) 


Es sei nochmals ausdriicklichst betont, daB wir in der von uns 
seit einer Reihe von Jahren staindig angewandten Tautomerie der 
CO-NH-Gruppen die Weiterfiihrung der vor etwa 20 Jahren von 
T. Brailsford Robertson ausgesprochenen Idee einer solehen Umwand- 
lung der in Rede stehenden Gruppen sehen. Alle Autoren, die sich 
dieses Gedankens gleichfalls bedienen, mégen auf die entsprechende 
Literaturstelle hingewiesen werden!. Bekanntlich haben wir unter 
Ablehnung der durch die Schiiler Willstdtters postulierten Einteilung 
der peptidspaltenden Fermente in Dipeptidasen und Polypeptidasen usw. 
auf Grund unserer Erfahrungen eine Differenzierung in der Spaltbarkeit 
der Dipeptide und der Polypeptide auf die Natur der beteiligten multiplen 
Trager zuriickgefiihrt. Die giinstigen Trager zur Spaltung der Dipeptide 
stellen im allgemeinen héhere EiweiBabbauprodukte, also Polypeptide, 
vor, indes die Endbausteine der Proteine, die Aminoséiuren, Trager 
nur fiir die Spaltung der héheren Polypeptide abgeben. Auf Grund 


! Die physikalische Chemie der Proteine. Dresden 1912. 








ost A ates 





Reid Nealiedy 


336 A. Fodor u. S. Kuk: 


der zuvor gelieferten Ausfiihrungen erkennen wir jetzt die mdédgliche 
Basis dieses unterschiedlichen Verhaltens, die die Natur des Tragers 
bedingt. Von einem der beiden Partner, Trager und Substrat, miissen 
relativ starke Valenzen ausgehen, um im anderen nicht aktive, aber 
latente Bindungen auszulésen. Glykokoll ist als Trager fiir die Di- 
peptidspaltung ungiinstig, weil von keinem der beiden in primarer 
Weise iiberschiissige Valenzen ausgehen. Giinstig dagegen ist diese 
Aminosaure als Trager fiir die Spaltung héherer Peptide, die infolge 
der Tautomerisierung der CO-NH-Gruppen iiber freie Valenzen ver- 
fiigen, die stark genug sind, um eine Briicke zum Trager zu bilden, nach 
unseren Anschauungen itiber den Mechanismus der Fermentwirkung 
die Grundbedingung der letzteren iiberhaupt. Das Glykokoll lagert 
sich unter der Wirkung dieser Substratvalenzen um in: 
NH, — 
CH, 
coo 


Andererseits verfiigt ein Dipeptid im allgemeinen iiber solche 
Valenzen von vornherein nicht, wie dies aus unserer gegebenen Kon- 
zeption hervorgeht. Jedoch vermag ein Polypeptid als Trager kraft 
seiner aktiven und vielfachen itiberschiissigen Affinitaéten solche auch 
im allgemeinen in Dipeptiden hervorrufen. Deswegen eignet sich aus- 
schlieBlich ein solcher Trager fiir die Dipeptidspaltung und _selbst- 
verstandlich auch fiir die Spaltung héherer Polypeptide. In voélliger 
Chereinstimmung mit unseren Ansichten steht der Befund von 
Berqgmann', daB Dipeptide, wie Glycyl-prolin oder Alanyl-prolin, durch 
gewisse Fermentpraparate, die im iibrigen Dipeptide, wie das Glycyl- 
glycin, spalten, unverandert gelassen werden. Es ist vollkommen 
unmdglich, in einem Dipeptid, wie den erwahnten Prolinpeptiden, eine 
Enolisierung der CO-Gruppe zu bewirken, da der dazu notwendige 
Iminowasserstoff fehlt. Wahrend Bergmann das Schwergewicht bei der 
enzymatischen Spaltung auf diesen verlegt, betrachten wir das Wasser- 
stoffatom nur als Vermittler der bei der tautomeren Umlagerung der 
CO-—NH-Gruppe disponibel werdenden freien Bindungen. Wie bei 
uns bereits vor einigen Jahren gefunden werden konnte, von Bergmann 
jedoch unerwahnt bleibt, wird reines Prolyl-alaninpraparat sowohl von 
Pankreatin, als auch von Hefe, sowie auch von unseren Hefekoagulaten 
und Filtraten gespalten, wogegen ein Alanyl-prolinpraparat, das aller- 
dings durch Lactylprolin verunreinigt war, der Spaltung durch Pan- 
kreatin nicht unterlag, lediglich durch Hefemazerat gespalten wurde, 
dessen Erfolg jedoch wegen der unvollkommenen Reinheit des Pra- 


1 Max Berqmann, Zervas, Schleich u. Leinert, Hoppe-Sevler 212. 


72, 1932. 
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parates nicht in endgiiltiger Weise ausgesprochen werden konnte!, 
Die Erfahrungen Bergmanns mit reinem Alanylprolin wiirden diese 
Unterschiedlichkeit zwischen Alanylprolin und (unter Zugrundelegung 
unserer Befunde) Prolylalanin definitiv bestatigen, indes der soeben 
ausgefiihrte Gedankengang die theoretische Basis dazu liefert: 


CH, 
—C(OID—N.CH. COOH; CH, 

NH" NH,.CH.CO—N 

Prolyl-alanin. Alanyl-prolin. 


Es werde aber auch hier hervorgehoben, daB diese Briicken zwischen 
Substrat und Trager lediglich die Voraussetzungen eines aktiven Ferment- 
mechanismus darstellen, nicht seine unbedingte Erfiillung. Den Einfluss 
anderweitiger physikalisch-chemischen Eigenschaften, die den beiden 
Partnern anhaften, auf die Funktion der eigentlichen, am Trager ver- 
ankerten zymoaktiven Substanz zu vernachlassigen, ware eine Art det 
Schematisierung, die den Verfassern fern liegt. Es gibt offenbar eine 
uniibersehbare Zahl von Bedingungen, unter denen die aktive Substanz, 
in der wir einen Speicherer von Oberflichenenergie sehen wollen®, diese 
in chemische Energie umsetzt und auch unendlich viele Méglichkeiten 
quantitativer Abstufungen dieses Umwandlungsvorganges. Jedoch die 
Bildung einer Valenzbriicke zwischen Substrat und Trager stellt nach 
unserer Theorie die Grundbedingung zu jenem tiberhaupt dar. 


Versuche. 


lL. Spaltung des Glycerinabbauproduktes D, aus Casein. 2,5 der Sub 
stanz D, wurden in LOC cem fiinffach normaler Milchsaure aufgelést und die 
Losung nach Zugabe von Vuzin, ferner Toluol, 4 Tage hindurch bei 37° 
und noch weitere 2 Tage lang bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Sodann 
erfolgte Filtration der dunkel gefarbten Flissigkeit, Einengung des Filtrats 
im Vakuum, Lésung des Eindampfriickstandes in absolutem Alkohol und 
Fallung der alkoholischen Lésung mit getrocknetem Ather. Der mit Athet 
gewaschene und hernach im Exsikkator getrocknete Niederschlag wat 
schon kérnig, quasi kristallinisch im Habitus und wog etwa 2,5 g. 

Zur weiteren Reinigung wurde das Produkt in Wasser gelést. die 
Lésung filtriert, dann mit Aceton gefallt, die Fallung abgesaugt und griind 
lich mit Aceton bis zur unbedingten Lackmusneutralitat der Waschfliissigkeit 
gewaschen. Nach abermaliger Trocknung im Exsikkator wog das Produkt 


etwa 2g. 


2. Molekulargewicht. 0.5590 ¢ Substanz in 17,4¢ Eisessig (bis zur 
Konstanz des Gefrierpunktes wiederholt ausgefroren) gelést. Depression: 
0,269, Molekulargewicht = 482. 0.5372 g Substanz in 15.3 g  Eisessig. 


1 4. Fodor, Max Frankel u. S. Kuk, diese Zeitschr. 229, 28, 1930. 
2 4. Fodor, Ergebn. d. Enzymforschung 1, 39. Leipzig 1932. 
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Depression: 0,30°, Molekulargewicht 454,8. Mittel der beiden Messungen: 
rund 467. 

3. Gesamtstickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 0,0996 g Substanz ver- 
brauchen 9,65 cem n/10 Séure, entsprechend 13,57°, N; 0,1628 g Substanz 
verbrauchen 15,70 cem n/10 Saure, entsprechend 13,51°,, N. Mittel beider 
Bestimmungen: 13,53°,; nach Korrektur um den Gehalt an Asche (P,Q;): 
13,68°, N.  Berechnet fiir Cy,Hg,;N,O,..2H,O = 913,64: 13,80% N. 

4. Gehalt an Aminostickstoff nach Linderstrém-Lang. 0,1030 g Substanz 
verbrauchen 1,10ccem n/10 alkoholische Salzsiure, indes der herechnete 
Wert fiir 1 Aquivalent NH, (auf 913,64 bezogen) 1,13 cem betragt. 

0,1492 g Substanz verbrauchen 1,60 ccm n/10 alkoholische Salzséure ; 
berechnet 1,64 ccm. 

Somit entfallt auf das Molekulargewicht 913,64 ein Aquivalent N Hg, 
genau wie im urspriinglichen Produkt D,. 

5. Gehalt an Aminostickstof/ nach van Slyke. 0,0564 g Substanz werden 
in 3cem 2 n Essigséure aufgelést. 1 ccm der Lésung = (0,0188 g). 0,92 cem 
der Lésung geben 0,32 ccm N (korr.) bei ¢ = 17°, Bm. = 689mm, ent- 
sprechend 0,96°, Amino-N. Der berechnete Wert betragt 1,56 °%,. 

1,08 cem der gleichen Lésung: 0,38 cem N (18°, 693 mm), entsprechend 
0,98°%, Amino-N (im Apparat erfolgt Flockung der Substanz). 

6. Carboxyltitration nach Willstdtter-Waldschmidt-Leitz. 0,2314 g¢ Sub- 
stanz in etwa 86°,igem Alkohol gelést verbrauchen 2,93 cem n/10 alkoholi- 
sches Kali; berechnet fiir 1 Aquivalent (bezogen auf 913,64) 2,53 cem. 
Somit enthalt die Menge 913,64: 1,16 Aquivalente COOH. 

0.1990 g Substanz verbrauchen 2,34 ccm n/10 alkoholisches Kali, 
entsprechend 1,07 Aquivalente COOH. D, enthielt vor der Spaltung genau 
2 Aquivalente COOH. 

7. Optisches Verhalten. 0,1014g Substanz in 10cem 2n Essigséure 
gelést geben im Halbdezimeterrohr — 0,33°. [a]j) = — 65,19°. 

0,0910g Substanz unter gleichen Bedingungen: — 0,30°; [«]3) = — 659°. 


0,1420 g D, geben, in 15 cem gelést, unter den gleichen Bedingungen: 
— 0,309; [a]? — 63,38°. 


Nachtrag bei der Korrektur. Im Heft 4 bis 6 (diese Zeitschr. 257, 427. 
1933) berichtet Br. Jirgensons iiber Ergebnisse der Stickstoffbestimmungen 
an den K6rpern, die er bei dem nach unserer Methode ausgefiihrten Abbau 
des Caseins mit Glycerin erhielt. Indes wir entsprechend der Formel 
Cg He, N,Oi2. 2 H,O rund 13,8% N gefunden haben, gelangt er in der 
Regel zu Werten, die héher sind und sich zwischen 14,6 und 15 % bewegen. 
Nun ist es sehr schwer, wenn nicht sogar unméglich, aus N-Bestimmungen 
allein irgendwelche Schliisse auf die Konstitution der Produkte zu ziehen 
bzw. die Annahme zu machen, da8B ,,der Abbau durch Glycerin, also auch 
bei anscheinend gleicher Arbeitsweise verschiedenartig verlaufen‘‘ kann. 
Da ist es schon unerliBlich, daB Herr Jirgensons etwas weiter ausholt und 
zu Elementaranalysen, ferner Gruppenbestimmungen greift. Ubrigens 
scheint es uns, daB er doch nicht unter den gleichen Bedingungen wie wir 
den Abbau leitete. Er betont, daB die Auflésung des Caseins im heiBen 
Glycerin unter starkem Schéumen und Gasentwicklung vor sich geht, was 
bei uns nicht der Fall ist und offenbar darauf zuriickgefiihrt werden diirfte. 
daB sein Glycerin nicht vollstandig wasserfrei war. Unter diesen Umstinden 
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sind freilich unkontrollierbare Zersetzungen durch iiberhitzten Wasserdampt 
gar nicht ausgeschlossen. Auch bestehen bei diesem Produkt Moéglichkeiten 
der leichten Wasserabspaltung nicht nur der beiden ,, Kristallwassermolekiile*” 
wodurch dann der N-Gehalt auf 14,3°, steigt, sondern weiterer zweiet 
Wassermolekiile, insbesondere bei Heranziehung der von uns berichtigten 
Formel (s. oben), und zwar zwischen je einem Prolinstickstoft und einem 
Carboxyl, somit an den Stellen, wo wir die Betainbindung annehimen. 
Dadurch wiirde der N-Gehalt auf 15%, steigen. Freilich miibte man aut 
Grund ihrer Gesamtanalyse in der Lage sein zu entscheiden, ob die Produkte 
Jirgensons dementsprechend sind. Wir stiitzen unsere Formel, die selbst 
redend keine endgiiltige ist und von uns nicht als solche angesprochen wurde, 
auf acht verschiedene Bestimmungsmethoden, abgesehen von der Total 
hydrolyse der Acetylierung und den Bestimmungsmethoden, denen dic 
Produkte der letzteren unterworfen worden sind. Fiir die wohlmeinende 
Kritik Jirgensons, die unserer Strukturformel gilt, sind wir zu besonderem 
Danke verpflichtet, kénnen jedoch von seinem Rate, die endstandigen 
Prolinreste zu versetzen, keinen Gebrauch machen, und zwar, wie eine! 
von uns Herrn Jirgensons bereits privatbrieflich zum Ausdruck brachte. 
aus dem Grunde nicht, weil dann die Einfiihrung von fiint Acet yigruppen 
die diese Formel einraitumen mu, nicht mehr méglich sein wiirde. Mehrtache 
Griinde zwingen uns, zur Betainformel tiberzugehen, womit dann auch 
Herrn Jirgensons Einwand gegenstandslos wird. 


Biochemische Zeitschrift Band 259. 
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Untersuchungen iiber die Wirkung einiger Metalle 


als Co-Wuchsstoffe. 
Von 
Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem konnten die Verfasser zeigen (Nielsen und Hartelius 
1932 b), daB sich beim Erwirmen der Lésung eines Zuckers und einer 
organischen Saéure oder deren Ammoniumsalz ein Wuchsstoff bildet. 
Diese Substanz, die zur Wuchsstoff-Gruppe B gehért (Nielsen und 
Hartelius 1932a), wirkt beschleunigend auf die Trockensubstanz- 
produktion von Aspergillus niger. Eine Bedingung fiir das Zustande- 
kommen der Wuchsstoffbildung war indessen, dab in der erwairmten 
Lésung Filtrierpapier oder Filtrierpapierasche vorhanden war. Da es 
fiir die weitere Untersuchung dieses Wuchsstoffes von groBer Bedeutung 
war, zu wissen, welche Substanzen im Filtrierpapier wirksam werden, 
und welcher Art diese Wirkung ist, haben wir die Frage einer naiheren 
Untersuchung unterzogen. 

Beziiglich der Untersuchungsmethodik wird auf die oben erwahnte 
Abhandlung (Nielsen und Hartelius 1932b) verwiesen. Der Wuchsstoff 
wurde durch Erwarmen einer Lésung gebildet, welche gewéhnlich 2°, 
Glucose und 2° Ammoniumtartrat enthielt. Die Loésung wurde eine 
Stunde lang auf 135° erwirmt und der Gehalt an dabei gebildetem 
Wuchsstoff in der friiher ausfihrlich beschriebenen Weise bestimmt. 
Der Trockensubstanzgehalt wurde nach 48stiindigem Wachstum ge- 
messen und das Verhiltnis zwischen dem Gewicht der Trockensubstanz 
in den Kolben, die einen Zusatz von Wuchsstoffpraparat erhalten hatten, 
und dem Trockensubstanzgewicht der Kontrollkolben ohne Wuchsstoff- 
zusatz als Ma fiir die Wirkung des Wuchsstoffpraiparates auf die 
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Trockensubstanzproduktion genommen. Dieses Verhiltnis wird f ge 
nannt. Je gréBer die Wirkung des Wuchsstoffpriparates ist, desto 
groBer wird f. 


Die Wirkungsweise des Filtrierpapiers. 


In einem Vorversuch wurde eine Portion Filtrierpapierasche durch 
Gliihen von 4 Stiick Filtrierpapier (Schleicher u. Schill, Nr. 597, 12'), em 
Durchmesser; diese Sorte hatte sich als wirksamer erwiesen als das aus 
gewaschene Papier Nr. 589; vgl. Nielsen und Hartelius, 1932b) dargestellt. 
Die Halfte der Asche wurde mit verdiinnter Salzsiure extrahiert und das 
Ungeléste durch Zentrifugieren von der Lésung getrennt. Der Salzsiure- 
auszug wurde mit Natronlauge neutralisiert. Der Versuch wurde nun so 
angestellt, daB zu Proben von 100 cem einer Lésung mit 2 
2°, Milchséure jeweils entweder zwei Stiick Filtrierpapier, oder die Asche 
von zwei Stiick Filtrierpapier, oder der Salzsiureauszug der Asche yon 
zwei Stiick Filtrierpapier oder endlich der in Salzsdure unlésliche Aschen- 
riickstand gesetzt wurden. Sodann wurden die Proben | Stunde lang 


Glucose und 


auf 135° erwarmt und deren Wirkung bestimmt. wie friiher beschrieben 
(Tabelle 1*). Es zeigte sich 1. daB die Asche ebenso wirkungsvoll war wie 
das Papier selbst, und 2. daBb der Salzsdureauszug tast dieselbe Wirkung 
hatte wie die Asche, wahrend das in Salzséiure Unlosliche nur schwach 
wirksam war. Da das Arbeiten mit dem Salzséureauszug yvroBe Vorteile 
bot gegeniiber dem mit Asche oder Filtrierpapier, wurde zu den folgenden 
Versuchen dieser Auszug benutzt. Dessen Vorzug ist u. a. darin begriindet, 
da®B der Zusatz zu den verschiedenen Lésungen sich gleichartiger gestaltet 
und weiterhin, daB der Lésung, auf der der Pilz wachsen soll. keine festen 
Partikel zugefiihrt werden, die eventuell das Wachstum beeinflussen kénnten. 


Tabelle I. 





Lisung mit 2°/9ig. Milchséure und lrockensubstanz : 
2°/, Glueose auf 135° erhitzt mit den Zusitzen: y / 
Filtrierpapier . . gies a 0,807 +. 0,022 3.53 
eee ; oo : 0,273 + 0,004 3.14 
Das in Salzsaure Losliche . . es 0,231 + 0,045 2.66 
Das in Salzsiure Unlésliche . 2. . . . 0,097 = 0,099 1,12 


Nun wurde untersucht, ob die Wirkung des Salzsiiureauszuges in eines 
Katalyse der Bildung des Wuchsstoffes beim Erwarmen bestand, oder in 
einer direkten Beeinflussung des Pilazwachstuims. 


Dieser Versuch wurde in folgender Weise ausgefiihrt: Zu je 50 ccm 
einer Lésung mit 2°, Glucose und 2°, Ammoniumtartrat wurde einmal 
vor dem Erwirmen auf 135° der Salzsiureauszug aus 20 mg Asche gesetzt, 
wahrend zu einem anderen Teile der Lésung derselbe Salzsaiureauszug erst 
nach dem Erwarmen und Wiederabkiihlen zugegeben wurde; ein dritter 
Teil der Lésung wurde ohne Zusatz gepriift. Die Wirkung aller dieser 
Lésungen auf Aspergillus niger wurde sodann untersucht und auBerdem 


* Die angegebenen Trockensubstanzgewichte sind die Mittel aus view 
Kinzelbestimmungen; auBerdem ist der Mittelfehler anyefiihrt. 
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die Wirkung eines direkten Zusatzes von Salzsaiureauszug (also ohne Zusatz 
von Wuchsstoftfpraiparat) zu der Nihrlésung (Tabelle I1). 


Tabelle II. 





Lisung mit 2°, Glucose Trockensubstanz 
und 2°, Ammoniumtartrat g f 
Auf 135° erwarmt mit Salzsaureauszug 0,425 + 0,014 4,72 
Erwarmt ohne Zusatz; nach Erwarmen 
zugesetzt Salzsiureauszug .. . . . 0,375 + 0,021 4.17 
Erwarmt ohne Zusatz........ 0,137 + 0,003 1,52 
Zugesetzt Salzsiureauszug ohne Kr- 
Nh ee Iw SOs WO 0,184 + 0,920 2.04 
rr ee are) Bere 0,090 + 0,015 - 


Aus dem Versuch ging hervor, dai die Lésung von Glucose und 
Ammoniumtartrat, die keinen Zusatz von Salzsiureauszug aus Asche 
erfahren hatte, keinen groBen EinfluB auf die Trockensubstanzproduk- 
tion zeigte. Dagegen war die Wirkung der beiden anderen Lésungen 
sehr kriftig. Es zeigte sich, daB f gleich groB war, wenn man die Glucose- 
Ammoniumtartratlésung zusammen mit dem Salzsfiureauszug auto- 
klavierte, oder aber diesen erst spiter zusetzte. Weiterhin geht aus 
dem Versuch hervor, daB der Salzsiureauszug selbst in der hier benutzten 
Konzentration nur ganz schwache Wirkung hat. 


Die Versuche zeigen, daB die Wirkung der Filterasche nicht aut 
einer Katalyse der Wuchsstoffbildung beruht: der Wuchsstoff bildet 
sich unabhiingig davon, ob Filterasche vorhanden ist oder nicht. Die 
Gegenwart von Substanzen, die dem Filtrierpapier entstammen, ist 
dagegen notwendig, wenn der Wuchsstoff seine volle Wirkung entfalten 
soll. Die Filterasche wirkt also wie ein ,,Co-Wuchsstoff**, welcher 
andererseits auch nicht allein zu wirken vermag: sofern kein Wuchsstoff 
vorhanden ist, ist ein Zusatz von Salzsiureauszug nahezu wirkungslos. 


Diese Wirkung der Filterasche kann auf zweierlei Art erklirt 
werden: Man kann annehmen, daB die Asche eine Substanz enthalt, 
deren Gegenwart notwendig ist, damit der Wuchsstoff befihigt wird, 
auf den Pilz einzuwirken. Man kann auch annehmen, da die Wirkung 
des Wuchsstoffes zwar in Wirklichkeit von der Gegenwart dieser Substanz 
unabhiangig, die letztere aber fiir das Pilzwachstum unentbehrlich ist. 
Neuere Untersuchungen haben ja gezeigt, daB die Gegenwart einer 
ganzen Reihe von Metallen (Zink, Kupfer usw.) in geringen Mengen 
erfordert wird, um die Entwicklung eines Pilzes zu erméglichen. Viel- 
leicht findet sich ein solcher Stoff in der Asche; in der Nahrlésung kann 
der gleiche Stoff als Verunreinigung in Mengen auftreten, die zureichend 
sind, um das recht schwache Wachstum, das ohne Wuchsstoffzufuhr 
stattfindet, zu erméglichen. Setzt man dagegen Wuchsstoff zu, so wird 
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die Menge jener anderen Substanz fiir das nun weit starkere Wachstum 
nicht mehr ausreichen, und die Substanz wird als begrenzender Faktor 
auftreten, sofern nicht weitere Mengen davon mit der Asche eingefiihrt 
werden. Welche der beiden Méglichkeiten zutrifft, kann auf Grund der 
vorliegenden Versuche nicht entschieden werden. Wir méchten aber 
die erste Alternative, derzufolge die aus der Asche stammende Substanz 
direkt fiir die Wirkung des Wuchsstoffes notwendig ist, fiir die wahr- 
scheinlichste ansehen. 


Die Wirkung von Anderungen in der Konzentration des Co-Wuchsstoffes, 
Es wurden Versuche angestellt zur Priifung des Einflusses, den 
eine Anderung der zugesetzten Aschenmenge auf die Trockensubstanz- 
produktion hatte. 
3,0 mg Filterasche wurden mit 300 cem n-Salzsiiure extrahiert, nach 
dem Zentrifugieren wurde der Auszug zur Trockne eingedampft, um die 
Salzsaiure zu entfernen. und im Wasser ge- 





lést. Verschiedene Mengen dieses Auszuges f — 
wurden einer Wuchsstoff B-Lésung zuge- 9| ps a 
setzt, die durch einstiindiges Erwarmen olf eed 
einer 2° igen Glucose-Ammoniumtartrat- 4 
losung auf 135° dargestellt worden war. *% 

Die zugesetzten Mengen Salzsiw eauszug 7 


entsprachen 0 bis 500 mg Filterasche pro 
50eem Wuchsstoff B-Lésung. Die Wirkung 


dieser Lésungen wurde in gewdhnlicher @ 52 150250 500 
Sa/lzsaureauszug aus mg Asche 


™“ 





Weise mit Aspergillus niger bestimmt 


(Tabelle III, Abb. 1). Abb. 1. 


Tabelle ILI. 


Lésung mit 2°, Glucose und 2°, Ammoniumtartrat erwarmt aut 135°. 
50cem Lésung versetzt mit Salzsiureauszug aus verschiedenen Mengen 
Asche (nach Erwarmen). 








Aschenmenge Trockensubstanz Aschenmenge Trockensubstanz 
mg £ / mg g 
) 0.227 + 0,005 2.06 50 0.790 + 0.012 7.18 
5 0545+ 0,021 4,96 150 0,766 + 0,033 6,95 
10 0.663 + 0.010 6.03 250 0.758 + 0.010 6.89 
25 0,754 +- 0.017 6.85 500 0,682 + 0.009 6.20 


Der Versuch zeigt, daB f mit steigenden Mengen von Salzsdureauszug 
bis zu einer gewissen Grenze wiichst: wenn eine 50 bis 100 mg Asche 
entsprechende Menge Salzsiureauszug pro 50 cem Nahrlosung (ent- 
haltend 5cem Wuchsstoff B-Lésung) zugesetzt worden ist, fiihrt eine 
weitere Vermehrung des Zusatzes von Salzsiureauszug ein schwaches 
Fallen von f mit sich, das méglicherweise einer schwachen Giftwirkung 


groBerer Extraktmengen zuzuschreiben ist. 
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Untersuchungen zur Feststellung der wirksamen Bestandteile 
des Filtrierpapiers. 

Aus den friiheren Untersuchungen geht hervor, daB die als Co- 
Wuchsstoffe wirksamen Filterbestandteile durch Veraschung des Pa- 
pieres nicht zerstért werden, und daB sie -— jedenfalls gr6éBtenteils - 
der Asche mit Salzsiiure entzogen werden kénnen. Es handelt sich 
wahrscheinlich um ein Metall, méglicherweise um mehrere. Eine gr6Bere 
Menge von Asche wurde durch Veraschung von Filtrierpapier in einem 
elektrischen Muffelofen bei starker Rotglut dargestellt. 0,6 g Asche 
wurde eine Stunde mit 100 cem In Salzséiure gekocht und sodann 
die Lésung vom Ungelésten durch Zentrifugieren getrennt. Der Nieder- 
schlag setzte sich dabei gut ab; er wurde noch zweimal mit Salzséure 
ausgewaschen und die Ausziige vereinigt. Ein Teil des Filtrates wurde 
teilweise mit Natronlauge neutralisiert und mit Schwefelwasserstoff 
gefillt ; hierbei schied sich ein sechwarzbrauner Niederschlag aus. Dieser 
wurde durch Zentrifugieren von der Lésung getrennt und zweimal mit 
Wasser gewaschen: das Waschwasser wurde mit dem Zentrifugat ver- 
einigt. Sodann wurde die Lésung durch Kochen von Schwefelwasser- 
stoff befreit. Der Niederschlag wurde in stark verdiinnter Salpeter- 
siure gelést. Die so dargestellten Aschefraktionen wurden neutralisiert 
und zu Proben von 100 cem einer vorher auf 135° erwirmten Glucose- 
Ammontartratlésung gesetzt, und zwar in Mengen, die je 50 mg Asche 
oder dem Auszug aus 50 mg Asche pro 100 ccm Lésung entsprachen. Bei 
der Bestimmung der Wuchsstoffwirkung dieser Proben zeigte sich, wie 
friiher, daB die wirksamen Bestandteile der Asche gréBtenteils in den 
Salzsiureauszug gingen, wahrend der zuriickbleibende Bodensatz nur 
eine geringe Restwirkung aufwies. Weiterhin zeigte sich, daB die wirk- 
samen Stoffe aus dem Salzsiureauszug mit Schwefelwasserstoff zum 
gréBten Teil gefallt wurden: das Filtrat von dieser Fallung war fast 
wirkungslos (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





Z i+ 90 ‘ = ons 
Lisung mit 2°) Glucose lTroeckensubstanz 


und 29), Ammoniumtartrat auf 135° erhitzt: f 
nach Erwirmen zugesetzt zg 
Men wero | 6% ose ook es 0,354 + 0,005 3.61 
| a a mee a 0,478 + 0,010 3,30 
Salzsaureriickstand .......4.. 0,356 + 0,020 2.46 
Schwefelwasserstoffiltrat . 2... 4... 0,252 + 0,014 1,74 
Schwefelwasserstoffniederschlag . . . . 0,410 +. 0,007 2.83 


Ein Teil des Salzsiureauszuges wurde wie friiher mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt und der Niederschlag sodann mit Natriumsulfid- 
lésung gekocht. Das Ungeléste wurde abzentrifugiert und in verdiinnter 
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Salpetersaure gelést. Die so erhaltenen Losungen wurden neutralisiert 
und ihre Wirkung wie friiher gepriift (Tabelle V). Es zeigte sich, daB 
der Riickstand von der Behandlung mit Natriumsulfid den gréBten ‘Teil 
der wirksamen Substanzen enthielt. Die Sulfide der wirksamen Stoffe 
sind also in Natriumsulfid unléslich und sollten daher innerhalb der 
Stoffgruppe: Blei, Silber, Kupfer, Wismut oder Cadmium zu finden 
sein. AuBer diesen Elementen kommen wohl nur einige seltene Erden 
in Betracht, welche von Schwefelwasserstoff gefallt werden, ohne damit 
Sulfide zu bilden. 
Tabelle V. 





it 29), Glucose 
Lésung mit 2°/,) Glucose i sicahibiaiaiisislintios 


und 2°/9 Ammoniumtartrat auf 135° erhitzt; f 
nach Erwaérmen zugesetzt g 
Salzsiureauszug. . a ae ee 0,688 + 0,009 8,18 
Schwefelwasserstoffiltrat . . 2... . 0,192 + 0,005 2,29 
Natriumsulfidrickstand ....... 0.455 + 0,009 5,42 


Nachdem das Untersuchungsbereich so weit eingeschrankt worden 
war, ging man dazu iiber, Lésungen von Salzen (Nitraten) der eben 
genannten Elemente auf ihre Wirksamkeit gegen Aspergillus niger zu 
untersuchen. Die angewendeten Konzentrationen waren 0,5 —-0,005° ‘59, 
bezogen auf Nahrlésungen. Keine der untersuchten Substanzen zeigte 
sich indessen wirksam, mit Ausnahme von Cadmium, dessen Wirkung 
jedoch ganz schwach und unsicher war. 

Hierauf wurde die Wirkung einer Mischung der genannten Salze 
untersucht, und zwar in zwei Lésungen, deren eine die Nitrate der 
betreffenden Metalle in einer Konzentration von je 0,5° ‘99, die andere 
in einer Konzentration von je 0,005°/,, enthielt. Auch diese Lésungen 
zeigten sich unwirksam. 

Der Versuch, die wirksamen Bestandteile des Filtrierpapieres zu 
identifizieren, ist somit vorliufig resultatlos verlaufen. Méglicherweise 
handelt es sich um ein Zusammenspiel mehrerer Stoffe in ganz bestimmten 
Mengenverhialtnissen. 

Tabelle VI. 











Lésung mit 2/5 Lisung mit 2°), 

Glucose und 2°/> Glucose und 2° 

Ammoniumtartrat, Trocken- Ammoniumtartrat, lrocken 
erwirmt substanz f erwarmt substanz 

mit verschiedenen : mit verschiedenen 

Zinkmengen Zinkmengen 
%o0 £ ( g 

5 0.319 + 0,007 2,36 0,000 05 0.235 + 0,024 1,75 
0.5 O318 + 0,008 2,36 0,000 O1 G,211 + 0,910 1.57 
0.05 0,429 + 0,013 3,19 0 0.139 + 0,023 1.03 
0,005 0.368 + 0,005 2,74 
0.0005 0,250 +- 0,016 | 1,86 | Kontrolle 0.135 +- 0,012 
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AuBer den hier beschriebenen Versuchen wurden auch noch 
Versuchsreihen mit einigen anderen Metallen angestellt, welche nicht 
im Schwefelwasserstoffniederschlag vorhanden sein sollten, z. B. Zink, 
welches, wie sich zeigte, eine kraftige Wirkung entfaltete (Tabelle VI). 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die maximale Wirkung des Zinks 
bei Konzentrationen von 0,05°/5, Zinksulfat (bezogen auf Nahrlésung) 
auftritt. Die hierbei erzielte Wirkung ist indessen kleiner als die 
Maximalwirkung, welche man bei Anwendung des Aschenauszuges er- 
hilt. Das Zink scheint also unter unseren Versuchsbedingungen auf 
andere Weise zu wirken als die Asche, da man sonst bei Anwendung 
geniigend groBer Zinkmengen die maximale Wirkung der Asche er- 
reichen kénnen miiBte. Auch aus einem anderen Versuch geht hervor, 
daB die Zinkwirkung von der der Asche ver- 








7 
So\4 ail irk schieden ist. 

5 SA ohne” 

y th Der Nahrlésung wurde ein durch Auto- 
7 klavierung ohne Asche gebildetes Wuchsstoft- 
2 praparat zugesetzt und sodann variierende 
‘ Aschenmengen zugefiigt. Zu anderen Kolben 
0 DB 0 wurde auBer den gleichen Aschenmengen sovie! 





Solestureauszug aus mgAsche  Zinksulfat gegeben, daB die Lésung 0,05°/o) an 
Abb. 2. diesem Salz enthielt (Tabelle VII, Abb. 2). 


Tabelle VII. 





it 90 ‘Inecos 20) i , 
Lisang mit 2° 9 Glucose und 2°/9 Ammoniumtartrat, Trockensubstanz 


erwirmt ohne Zusatz; nach Erwaérmen zugesetzt f 
(pro 50 cem Lésung) g 

Nichts . . . ELLIS EE OPS: 0,204 + 0,005 1,85 
0,05 9; /00 ZnSO, . a ews « € « 0,279 + 0,004 3: 54 
Salzsaureauszug aus 10. mg ‘Asche . . pigs 0,435 + 0,010 3,95 
Dasselbe + 0,05%9 ZnSO,g. . . ... +s; 0,513 + 0,019 4,66 
Salzsiureauszug aus 25mg Asche. .... . 0,574 + 0,004 5,22 
Dasselbe + 0,05 %o9 ZnSOy. . 2 2 2 wee 0,687 + 0,012 5,79 
Salzsiureauszug aus 100mg Asche .... . 0,725 + 0,016 6,59 
Dasselbe + 0,05%o) ZnSO,. . 2. 2. ee 0,764 + 0,010 6,95 
I or oe eee Soe Ss et 8S 0,109 + 0,009 - 


Aus der Tabelle und aus der Abbildung geht hervor, daB f mit der 
Aschenmenge bis zu einem Grenzwert steigt, ebenso wie es friiher ge- 
funden wurde. Setzt man Zink zu, so wird die Wirkung etwas verstirkt, 
und die VergréBerung von f wird konstant und unabhingig von der 
zugesetzten Aschenmenge. Selbst nach dem Erreichen der optimalen 
Aschenmenge wird f durch Zinkzusatz vergr6Bert. 


Aus den hier mitgeteilten Versuchen geht also hervor, daB die Co- 
Wuchsstoffwirkung des Filtrierpapieres vermutlich einem Zusammen- 
wirken mehrerer Metalle zuzuschreiben ist. Die betreffenden Metalle 
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werden wahrscheinlich durch Schwefelwasserstoff gefaillt. Weiterhin 
zeigen die Versuche, daB Zink ein sehr wirksamer Co-Wuchsstoff ist. 
Jedoch ist es kaum wahrscheinlich, daB die Wirkung der Filterasche 
dem Zink zuzuschreiben ist. Die Versuche mit Zink deuten auch darauf 
hin, daB es sich bei den Wirkungen des Zinks und des Aschenauszuges 
um die Effekte zweier (oder mehrerer) Co-Wuchsstoffe handelt, die 
verschiedenartig wirksam sind, 


Bildung von Wuchstoff B auf biologischem Wege. 


Wie frither gezeigt, bildet Rhizopus suinus sowohl Wuchsstoff A 
wie Wuchsstoff B, wenn er auf einem Substrat gezogen wird, das Am- 
moniumtartrat und Glucose enthalt; eine Bedingung fiir die Wuchsstoff- 
bildung ist indessen, daB in der Lésung, auf der der Pilz wachst, Filtrier- 
papier vorhanden ist. Fehlt dieses, so bildet sich Wuchsstoff A gar 
nicht, und Wuchsstoff B nur in sehr geringer Menge. Wir nahmen an, 
da8 das Filtrierpapier auf das Wachstum des Pilzes und damit auf dessen 
Wuchsstoffproduktion wirke ; nachdem wir aber bei den Untersuchungen 
iiber den auf chemischem Wege gebildeten Wuchsstoff B gefunden 
hatten, daB das Filtrierpapier hier als Co-Wuchsstoff wirkt und keinen 
EinfluB auf die eigentliche Wuchsstoffbildung hat, lag es nahe zu unter- 
suchen, ob das Filtrierpapier auf den biologisch gebildeten Wuchsstoff 
wirkt, d. h. also, so wirkt, daB das Filtrierpapier keinen EinfluB auf die 
Wuchsstoffproduktion des Pilzes nimmt, daB aber die vom Filtrier- 
papier ausgeschiedenen Stoffe, die in das Wuchsstoffpraparat tibergehen, 
fiir das Wirksamwerden des Wuchsstoffes notwendig sind. 

Zur Kultur von Rhizopus suinus wurde das frither (.Vielsen 1929) 
angegebene Substrat benutzt. 

05g MgSO, 05g KH,PO, 1g Ammoniumtartrat, Ig Glucose. 
'/,cem 1°oig. FeCl, pro Liter. Diese Lésung wurde in Petri-Schalen ge- 
gossen (je 25cem) und die Schalen sodann mit Rhizopus suinus geimpft. 
Bei der friiher benutzten Methode zur Wuchsstoffdarstellung befanden 
sich in jeder Schale zwei Stiicke Filtrierpapier. Bei den hier beschriebenen 
Versuchen enthielten einige Schalen zwei Stiicke Filtrierpapier, andere 
einen Salzséiureauszug aus 40mg Asche pro 1l00cem Niahrlésung (ent 
sprechend zwei Stiicken Filtrierpapier pro Schale), andere den Salzsaure- 
auszug und 0,005 g Zinksulfat pro 100 cem Nahrlésung, wieder andere nut 
diese Zinkmenge; einige Kontrollschalen blieben frei von Zusatz. Sodann 


Tabelle VIII. 





Von Rhizopus suinus anf 10 Petrischalen Trockenstoff 
gebildeter Trockenstoft g 
Kulturtliissigkeit ohne Zusatz . ...... 0,826 
Kulturtlissigkeit mit Salzsaureauszug . . 1.638 
Kulturflissigkeit mit Saizsaureauszug u. ZnSO, 1,695 


1,461 


Kulturflissigkeit mit ZnSO, 
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wurden die Schalen geimpft und 5 Tage bei 33° gehalten, worauf die Nahr- 
losung vom Mycelium abgepreBt und filtriert wurde. In den Kulturen, die 
nicht auf Filtrierpapier gezogen worden waren, wurde auBerdem die von 
Rhizopus gebildete Menge von Trockensubstanz bestimmt. 

Aus der Trockensubstanzbestimmung (Tabelle VIII) geht hervor, 
daB, wihrend ein nennenswerter Unterschied im Wachstum von Rhizopus 
nicht nachzuweisen war, einerlei ob Salzsiureauszug oder Zink oder beides 
zur Nahrlésung gesetzt worden war. das Wachstum in den zusatzfreien 
Schalen bedeutend trager blieb; es ist in diesen Fallen nur die Halfte der 
Trockensubstanzproduktion der anderen Kulturen nachzuweisen. Eine 
Jestimmung der Trockensubstanz in den Schalen, in denen der Pilz auf 
Filtrierpapier gewachsen war, war unmdéglich, da sich Filtrierpapier und 
Mycelium nicht voneinander trennen lieBen. 

Nun wurde der Gehalt der Lésungen an Wuchsstoff B untersucht. 
Die Nahrlésungen aus den Schalen, in denen der Pilz auf Filtrierpapier 
oder in Nahrlésungen mit Zusaétzen gezogen worden war, wurden unmittel- 
bar verwendet. Die Lésungen aus den Schalen, die von Zusatzen freige- 
blieben waren, wurden dagegen auf verschiedene Weise weiterbehandelt. 
Zu einem Teil dieser Lésung wurde ein Salzsiéiureauszug aus Filterasche 
gesetzt (entsprechend 40 mg Asche pro 100 ccm); ein anderer Teil erhielt 
die gleiche Aschenmenge und auBerdem 0,005 g¢ Zinksulfat pro 100 cem; 
ein dritter Teil erhielt denselben Zinkzusatz, doch keine Asche. Die be- 
treffenden Proben hatten also dieselben Aschen- und Zinkmengen erhalten 
wie die vor der Impfung mit Rhizopus suinus mit Zusiétzen versehenen 
Nahrlésungen. 

Nun wurde die Wirkung aller dieser Proben mit Aspergillus niger 
gepriift; 5cem der verschiedenen Lésungen wurden zu Kolben mit 50 cem 
Aspergillus-Nahrlésung gesetzt, worauf die Trockensubstanzproduktion in 
gewohnter Weise gemessen wurde (Tabelle LX). 


Tabelle IX. 





Trockensubstanz 
g 


1. Kulturfliissigkeit nach Wachstum mit Filtrierpapier = 0,512 + 0,014 4,80 
2. Kulturflissigkeit nach Wachstum ohne Filtrierpapier 0,228 +. 0,016 2,09 
3. Kulturflissigkeit nach Wachstum mit Salzsaiure- 


Aye yin te nee Aa 3.85 
4. Kulturflissigkeit nach Wachstum mit Salzsaure- 

ee 6” ee” ae ere ee ce 5.58 
5. Kulturflassigkeit nach Wachstum mit Zink . . . 0.270 + 0,911 2.53 
6. Losung 2+ Salzsiureauszug. . ........ 0,742 + 0,007 6,96 
7. Lésung 2+ Salzsiureauszug + Zink ...... O89 +0014 7,54 
ee PO Oe ke eS 0.418 + 0,011 8,92 


Reine Nahrlosung, erwarmt auf 135° mit Salzsiure- 
auszug und Zink . 0.765 + 0,027 717 


Kontrolle ee 0.107 + 0,005 — 


Der Versuch zeigt mit groBer Deutlichkeit, daB die Verhaltnisse 
bei der biologischen Bildung von Wuchsstoff B mit den Verhaltnissen 
bei dessen chemischer Bildung iibereinstimmen. Die Lésungen aus den 
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Schalen, in denen Rhizopus ohne Filtrierpapier gezogen worden war, 
zeigten sich nur schwach wirksam, wenn ihnen nicht Aschenauszug 
oder Zinksulfat zugesetzt worden war. War einer dieser Stoffe, oder 
mehrere, vorhanden, zeigte die Lésung von den Kulturen ohne Filtrier- 
papier eine sehr kraftige Wirkung auf die Trockensubstanzproduktion 
von Aspergillus. Die Lésungen aus den Schalen, in denen Rhizopus 
entweder auf Filtrierpapier oder mit Zusatz von Aschenauszug oder 
Zink gezogen worden war, zeigten ebenfalls eine k aftige Wirkung, 
welche jedoch gegeniiber der von Lésungen, die die entsprechenden 
Zusitze erst nachtraglich erhalten hatten, zuriicktrat. Dies beruht 
vermutlich darauf, daB Rhizopus suinus beim Wachsen einen Teil des 
Salzsiureauszuges oder Zinks aufnimmt, so das die Konzentration 
dieser Stoffe bei der Priifung mit Aspergillus gesunken ist. 

Diese Versuche scheinen zu zeigen, daB die Verhaltnisse bei der 
Bildung von Wuchsstoff B auf biologischem Wege vollstandig mit den 
bei der chemischen Bildung herrschenden iibereinstimmen. Das Filtrier- 
papier scheint auf das wuchsstoffbildende Vermégen des Pilzes keinen 
Einflu8 zu haben, wogegen die Gegenwart von gewissen im Filtrier- 
papier vorhandenen Metallen unentbehrlich ist zur Entfaltung der 
Wirkung des Wuchsstoffes auf die Trockensubstanzproduktion. Auch 
hier kann indessen das Filtrierpapier teilweise durch Zink ersetzt 
werden. 

Diese Ahnlichkeit zwischen dem auf biologischem und auf che- 
mischem Wege gebildeten Wuchsstoff macht die Identitat der beiden 
noch mehr wahrscheinlich. 


Zusammenfassung. 

Filtrierpapier wirkt nicht, wie friiher angenommen wurde, als 
Katalysator bei der Bildung von Wuchsstoff B. Diese Substanz bildet 
sich beim Erwarmen von Zucker mit gewissen organischen Sauren oder 
deren Ammoniumsalzen, auch wenn kein Filtrierpapier anwesend ist. 
Das Filtrierpapier wirkt dagegen als Co-Wuchsstoff, d.h. der Wuchs- 
stoff B ist nur schwach wirksam, wenn der Nahrlésung nicht gleich- 
zeitig gewisse aus dem Filtrierpapier stammende Stoffe zugefiihrt 
werden. Das Filtrierpapier selbst hat keinen, oder nur ganz schwachen, 
EinfluB auf die Trockensubstanzproduktion, wenn nicht gleichzeitig 
Wuchsstoff B in der Lésung anwesend ist. 

Welche Stoffe die Wirkung des Filtrierpapieres verursachen, bleibt 
unentschieden. Méglicherweise ist es eine Mischung von verschiedenen 
Metallen. 


Auch Zink wirkt als Co-Wuchsstoff, so daB ein Zinkzusatz die 
Wirkung des Wuchsstoffes B auf die Trockensubstanzproduktion 
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fordert. Zink scheint indessen auf andere Weise zu wirken als Filtrier- 
papier, da die Wirkung einer optimalen Aschenmenge durch Zinkzusatz 
weiter verstarkt wird. 

Bei der Bildung von Wuchsstoff B auf biologischem Wege durch 
Zucht von Khizopus suinus, ist der EinfluB des Filtrierpapieres von 
gleicher Art wie bei der chemischen Wuchsstoffbildung. Wird Rhizopus 
suinus auf Ammoniumtartrat-Glucose ohne Filtrierpapier gezogen, so 
bildet sich zwar Wuchsstoff B, welcher jedoch nur dann auf die Trocken- 
substanzproduktion von Aspergillus niger wirken kann, wenn dem 
Praparat Filtrierpapier oder ein Auszug aus Filterasche oder Zink 
zugesetzt worden ist. 


Literatur. 
N. Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 72, 1930. — N. Nielsen u. V. Hartelius. 
C. r. Lab. Carlsberg 19, Nr. 8, 1932a. — Dvieselben, diese Zeitschr. 256, 
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Beitrige zur stufenphotometrischen Mikroanalyse 
des Harnes und des Blutes. 


IX. Mitteilung!: 


Quantitative Bestimmung des Ammoniaks im Harn. 


Von 


Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1955.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei einer quantitativen Bestimmung des Ammoniaks im Harn 
mu vor allem der tbliche Fehler méglichst vermieden werden, daB 
im Laufe des Arbeitsganges Ammoniak aus Harnstoff gebildet und 
neben dem primar vorhandenen Ammoniak mitbestimmt wird. Die 
Ausschaltung dieser, bei vielen Methoden (1, 2, 3, 4) unvermeidbaren 
Fehlerméglichkeit nach Weber und Krane (5) hatte unsere Vorschrift 
allzusehr kompliziert, besonders dann, wenn, wie beabsichtigt, eine 
sehr geringe praktische Laboratoriumserfahrung vorausgesetzt wird. 
Wesentlich besser geeignet schien die Permutitmethode von Folin und 
Bell (6), die nicht nur die oben erwihnte Fehlerquelle bestméglichst 
ausschaltete, sondern auch durch ihre Einfachheit viel Zeit sparte. 
Diese Methode wurde von mehreren Autoren, so von Lllinghaus (7) 
nachgepriift und bestatigt und in einer Modifikation nach Alein und 
Taubéck (8) erst in jiingster Zeit von Prianischnikow (9) bei der Am- 


1 |. Mitteilung, diese Zeitschr. 236, 164, 1931; IL. Mitteilung, ebenda 
239, 28, 1931; III. Mitteilung, ebenda 239, 182, 1931; IV. Mitteilung, 
ebenda 241, 222, 1931; V. Mitteilung, ebenda 241, 226, 1931; VI. Mitteilung, 


ebenda 252, 74, 1932: VII. Mitteilung. ebenda 252, 292, 1932; VIII. Mit- 
teilung, ebenda 252, 406, 1932. 
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moniakbestimmung in Pflanzenextrakten erfolgreich verwendet. Alles 
Nahere ist in der oben angegebenen Literatur zu finden; hier sei nur 
bemerkt, da die Fehlergrenze dieser Methode bei Verwendung des 
vorgeschriebenen Kolorimeters nicht gréBer ist als bei Weber und 
Krane (2,5%), sowie Pincussen (10) (2,5°%). Bei Verwendung des 
Stufenphotometers und entsprechender Ausarbeitung muBte sich jedoch 
diese Fehlergrenze noch tiefer herabdriicken lassen, eine Annahme, die 
laut Ergebnissen (Tabelle ILI) richtig war. 

Die Wahl des Filters S43 war in der typischen Farbkurve_ be- 
griindet, die bereits in der VII. Mitteilung (11) wiedergegeben ist. In 
der zitierten Arbeit sind auch alle weiteren Grundlagen der Messung 
angefiihrt, wobei besonders auf die bereits dort genannten und fiir diese 
Bestimmung identischen Vorschriften hinsichtlich der Darstellung des 
Nesslerschen Reagens und des zur Verwendung gelangenden Wassers 
nachdriicklichst hingewiesen sei, da nur dann richtige Ergebnisse er- 
wartet werden diirfen. Wahrend aber in der zitierten Arbeit die Kich- 
kurven nur eine Ablesung von N-Werten gestatten, sind in der vor- 
liegenden Arbeit die Eichkurven bereits fiir die direkte Entnahme 
von NH,-Werten aufgestellt (Abb. 1 bis 4). Zur bequemeren Ablesung 
sind auf S. 354 bis 356 Tabellen zu finden, welche die direkte Ent- 
nahme des Ammoniakgehaltes in der der Messung unterzogenen 
Lésung nach einmal erfolgter Ablesung erméglichen (Tabelle I und I1). 


Erforderliche Reagenzien sind: 1. 10 %,ige NaO H-Lésung, 2. 2 °,ige 
Essigsdiure, 3. Nesslers Reagens, 4. Permutit'. 


Bei der Bestunmung geht man folgendermaBen vor: Man gibt 2 ¢ 


Natriumpermutit in einen 200-cem-MeBkolben und wascht zweimal mit 
ammoniakfreiem Wasser?, dann einmal mit 2°.iger Essigséiure und zuletzt 
nochmals zweimal mit ammoniakfreiem Wasser. Die Waschfliissigkeiten 
werden nach erfolgtem Absetzen abdekantiert. Nun fiigt man genau 
0,5cem Harn, dann 10 bis l5cem_ destilliertes Wasser hinzu und 
schiittelt gleichmaBig durch 5 Minuten. Das Natriumpermutit wird dann 
mit Wasser von der Kélbchenwand abgespiilt. Nach dem Absetzen wird 
abdekantiert. Nach zweimaligem Waschen mit Wasser und Abdekantieren 


! Hersteller Permutit Akt.-Ges.. Berlin NW 6. Das einmal gebrauchte 
Permutit kann noch vier- bis fiinfmal verwendet werden. wenn man es 
nach Folin reinigt. Zu diesem Zwecke wird es zuerst mit warmer, verdiinnter 
Natronlauge, dann mit einer 2°,igen Kaliumjodidlésung (zwecks Auf- 
lésung der ausgefallenen, roten Quecksilberammoniumverbindung) und 
zuletzt vorschriftsmaBig mit Essigsiure und ammoniakfreiem Wasser 
gewaschen. 

2 Vor Gebrauch ist das Wasser immer in einer Blindprobe auf Ab- 
wesenheit von Ammoniak zu iiberpriifen. Zeigen sich Spuren von Ammoniak, 
muB das Wasser nochmals destilliert werden, wobei die Vorschrift von 
Treadwell (12) empftohlen sei. 
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wird der Kolben bis auf drei Viertel mit ammomnakfreiem Wasser aut 
gefiilllt, unter der Wasserleitung abgekiihlt, 10 com einer 10° igen Natrium- 
hydroxydlésung vorsichtig zugefiigt, bis zur Marke autgetillt, mit 4 ccm 
Nesslers Reagens versetzt, gut umgeschiittelt und 10 Minuten stehen 
gelassen. SchlieBlich wird bei einer Schichtdicke von 5 bzw. LO mm 
unter Vorschaltung des Filters S43 gegen eine Kompensationstlissig 
keit, die aus 100cem ammoniakfreiem Wasser und 2 cem Nesslerschern 
Reagens besteht, gemessen. 

Der dem Trommelablesewert entsprechende Ammoniakgehalt 
wird den in Abb. 1 bis 4 wiedergegebenen Eichkurven bzw. den 
Tabellen I und II wie iiblich entnommen. Wenn der 'Tromme! 
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ablesewert bei einer Schichtdicke von 5 mm kleiner als 37,8 bzw. 
bei einer Schichtdicke von 10mm kleiner als 14,3 ist, so werden zur 
Farbung nur 0,25 cem des Harnes verwendet. Sonst wird wie an- 
gegeben verfahren. 
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Abb. 4. 


Eichkurve der Extinktionskoeffizienten einer mit Nessiers Reagens gefarbten NH, Cl-Losung, 
die pro 102 ccm Lisung steigende Mengen NH, (0 bis 0.6 mg) enthalt. Gemessen gegen 
Kompensationstliissigkeit. Filter s 43. 


Tabelle I. 
Filter S 43. Schichtdicke 5mm. Gemessen gegen Kompensations- 
fliissigkeit. 





D = Trommelablesewert, A NH, in Milligramm pro 102 ccm Farblésung. 
D 1 D A D A D A 
37,8 0,597 46,0 0,476 57,5 0,339 78,0 0,152 
38,0 0,593 46,5 0,470 58.0 0.335 79.0 0,144 
38,2 0.590 47,0 0,463 58.5 0,329 89,0 0,137 
38,4 O.587 47.5 0,456 59.0 0,323 81,0 0,130 
38.6 0,583 48.0 0,450 59,5 0,319 82.0 0,121 
38,8 0,580 48.5 0,443 60,0 0,313 83,0 0,114 
39,0 0,577 49,0 0,438 61,0 0,804 84.0 0,107 
39,2 0.575 49.5 0,431 62,0 0,294 85,0 0,100 
39.4 0,572 50,0 0,425 63,0 0,284 86.0 0,093 
39.6 0,568 5OD 0.419 64.0 0,274 87.0 0,086 
39,8 0,565 51,0 0,412 65.0 0,264 88,9 0,079 
40.0 0.562 51,5 0,407 66,0 0,255 89,0 0,072 
40.5 0,555 52,0 0,401 67,0 0,246 90,0 0,065 
41,0 0.547 52.5 0,895 68,0 0,237 91,0 0,058 
41.5 0,539 53,0 0,390 69,0 0,227 92.0 0,051 
42.9 0,532 53,5 0.384 70,0 0,219 93,0 0,045 
42.5 0,525 54,0 0.378 71,9 0,210 94.0 0.038 
43.0 0.518 54.5 0,373 72.0 0,202 95.0 0,031 
43.5 0.511 55,0 0,367 73.0 0,193 96.0 0,025 
44.0 0,594 55,5 0.361 74,0 0,185 97,0 0,018 
44.5 0,497 56.0 0,356 75.0 0,177 98,0 0,913 
45,0 0,490 56,5 0,350 76,0 0,168 99.0 0,006 
45.5 0,483 57,0 0,345 77.0 0,161 109.0 0,900 
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Gemessen gegen Kompensations- 








fliissigkeit. 

D = Trommelablesewert, A NH, in Milligramm pro 102 cem Farblosung. 
D A D A D A D A 
14,3 0,596 19,3 0,504 28.6 0,384 38,6 0,292 
14,4 0,594 19.4 0,503 28,8 0,381 BRS 0,290 
14,5 0,592 19,5 0,501 29,0 0,379 39.0 0,289 
14,6 0,590 19.6 0,499 29,2 0,377 39,2 0,287 
14,7 0,588 19,7 0,498 29,4 0,375 39.4 0,285 
14,8 O.D85 19,8 0,496 29.6 0,373 39.6 0,284 
14,9 0,583 19,9 0,495 29,8 0,371 3Y.S 0,282 
15,0 0.581 20,0 0,493 30.0 0.369 40,0 0.281 
15,1 0.579 20,2 0,490 30.2 0,367 40.5 0.277 
15,2 0,577 20,4 0.487 30,4 0,365 41,0 0.273 
15,3 0.575 20.6 0.484 30,6 0,363 41,5 0,269 
15,4 0,573 20,8 0,481 30,8 0,361 42.0 0,266 
15,5 0,571 21,0 0,478 31,0 0,359 42.5 0,262 
15,6 0,569 212 0,475 31,2 0,357 43.0 0,259 
15,7 0,567 21,4 0,472 31,4 0.355 43,5 0,255 
15,8 0,565 21,6 0,470 31,6 0,353 44.0 0,252 
15,9 0,564 21,8 0,467 31,8 0,351 44,5 0.248 
16,0 0,562 22,0 0,464 32.0 0,349 45,0 0,245 
16,1 0,560 22.2 0,461 32.2 0,347 45,5 0,241 
16,2 0,558 22.4 0,459 32.4 0,345 46,0 0,238 
16,3 0,556 22.6 0,456 32.6 0,343 46,5 0,235 
16,4 0,554 22.8 0,453 32,8 0,342 47,9 0,231 
16,5 0,552 23,0 0,450 33,0 0,340 47.5 0,228 
16,6 0,550 23,2 0,448 33,2 0,338 48,0 0,225 
16,7 0,548 23.4 0445 33,4 0,336 48,5 0,222 
16,8 0,547 23.6 0,442 33,6 0,334 49,0 0,219 
16.9 0,545 23.8 0.440 33,8 0,332 49.5 0.215 
17,0 0,543 24,0 0,437 34,0 0.331 50.0 0.212 
17,1 0,541 24,2 0,435 34,2 0,329 50.5 0,209 
17,2 0,539 24.4 0,432 34,4 0,327 51,0 0,206 
17,3 0,538 24,6 0,430 34.6 0,325 51,5 0,203 
17,4 0,536 24.8 0,427 34,8 0,323 52,0 0,200 
17,5 0,534 25.0 0.425 35.0 0,322 525 0.197 
17.6 0,532 25,2 0,422 35,2 0,320 53,0 0,195 
Ptye 0,531 25,4 0,420 35,4 0,318 53.5 0,192 
17.8 0,529 25,6 0,418 35.6 0.316 54,0 0,189 
17.9 0,527 25.8 0,415 35,8 0.315 54.5 0.186 
18,0 0,525 26.0 0,413 36.0 0,313 55.0 0.183 
18,1 0,524 26,2 0,410 36,2 0,311 55,5 0,180 
18,2 0,522 26,4 0.408 36,4 0,310 56.0 0,178 
18,3 0,520 26,6 0.406 36,6 0,308 56.5 0175 
18.4 0,519 26,8 0,404 36.8 0,306 57,0 0,172 
18.5 0,517 27,0 0.401 37,0 0,305 57.5 0.170 
18,6 0,515 27.2 0,399 37,2 0,303 58.0 0,167 
18,7 0,514 27,4 0.397 37,4 0,301 58,5 0,164 
18,8 0,512 27,6 0,394 37,6 0.300 59,0 0,162 
18,9 0,511 27.8 0,392 37,8 0,298 59.5 0,159 
19,0 0,509 28,0 0,390 38,0 0,296 60,0 0,157 
19,1 0,507 28,2 0,388 38,2 0,295 61,0 0,151 
19,2 0,506 28,4 0,386 38,4 0,293 62,0 0,146 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





D A D A D A D A 
63,0 0,141 73,0 0,096 $3.0 0,057 93.0 0,022 
64.0 0,137 74,9 0,092 84.0 0,05: 94.0 0,019 
65,0 0,132 75,0 0,088 85,0 0,050 95.0 0,916 
66,0 0,127 76,0 0,084 86,0 0,046 96,0 0,012 
67,0 0,123 77,0 0,089 87,0 0,043 97,0 0,099 
68,0 0,118 78,0 0,076 88,0 0,039 98.0 0,007 


69,0 0,114 79.0 0,072 89,0 0,036 99,0 0.003 
70,0 0,109 80.0 0.068 90,0 0,032 100,0 0,000 
71,0 0,195 81,0 0,065 91.0 0,029 
72,0 0,101 82,0 0,061 92,0 0,025 


Die Genauigkeit der Methode wird durch die Tabelle III, die 
Empfindlichkeit der Methode durch nachstehende Versuche belegt. 


Versuch 1. 0,5cem Harn (1) wurden vorschriftsmaBig behandelt, 
gefarbt und ein Ablesewert von 59,0 bei 5mm Schichtdicke ermittelt. 
Dies entspricht (s. Tabelle 1) einem Ammoniakgehalt von 0,323.2 
= 0,646 mg NH;. Zu 0,5cem desselben Harnes wurde nun eine NH,(1- 
Lésung entsprechend 0,3 mg NH, hinzugefiigt und wie oben verfahren. 
Trommelablesewert 46,3; laut Tabelle I 0,472.2 = 0,944 mg NH,. 

Versuch 2. 0,5cem Harn (II) wie oben behandelt, ergeben einen 
Trommelablesewert von 63,0; entspricht 0,568 mg NH,. 0,5 cem dieses 
Harns + 0.2mg NH, ergeben einen Trommelablesewert von 54,1, also 
0,756 mg NH. 

Versuch 3. 0,5ceem Harn (II1), wie oben behandelt, ergeben einen 
Trommelablesewert von 71,0 0,420 mg NH,. Dieser Harn zeigt nach 
Zugabe von 0,1 mg NH, den Trommelablesewert von 65,9, also 0,512 mg N H,. 


Tabelle III. 





NH, in mg 


Analyse 


verwendet gefunden 
1 1,200 1,177 98,1 
2 1,009 0,980 98.0 
3 0,409 0,490 100.0 
4 0,609 0,607 11,2 
5 0,300 0,301 100.3 
6 0,800 0,791 98,9 
7 0,250 0,250 190,0 
8 0,500 0,497 99,4 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Am- 
moniaks im Harn angegeben, die den bisherigen kolorimetrischen 
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Methoden durch ihre Einfachheit und Genauigkeit sowie schnelle Durch- 
fiihrbarkeit und den Wegfall einer Standardlésung iiberlegen ist. 
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Zur Kenntnis der Urease. 


V. Mitteilung: 


Uber die oligodynamische Wirkung einiger Nichtalkali-Metalle der ersten 
Gruppe auf die Urease. 


Von 


A. Ruchelmann. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Medizinischen Staatsinstituts 
in Odessa.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In den friiheren Untersuchungen! fiihrten wir in das System Urease 
Harnstoff Aktivatoren oder Paralysatoren in Form léslicher Salze 
ein. In den dieser Arbeit zugrundeliegenden Versuchen wurden in das 
System Ferment—-Substrat als Aktivatoren oder Paralysatoren Metalle 
oder deren Oxyde in Pulverform eingefiihrt; diese Substanzen durften 
weder in Wasser noch in dem Reaktionsgemisch lésbar sein. 

Zuerst untersuchten wir die Metalle der ersten Gruppe und deren 
Oxyde, und zwar die zu dieser Gruppe gehérenden Schwermetalle, mit 
deren Einwirkung auf den Ablauf der Urease—Harnstoff-reaktion sich 
diese Mitteilung befaBt. 

_Ahnliche Untersuchungen sind schon mit einigen Fermenten, ins- 
besondere mit Urease, angestellt worden, aber die Versuchsanordnung 
konnte nur einen Hinweis auf die Aktivierung oder Hemmung der 
Fermentreaktion geben, ohne den kinetischen Vorgang zu charak- 
terisieren. 

So fiihrten z. B. Baumgarten und Luger in Lésungen von Diastase 
und Trypsin in Anwesenheit entsprechender Substrate einige Schwermetalle 
ein (Silber, Kupfer), wobei entweder das Silber als Draht verwendet oder 
einfach ein silberner Léffel in die Lésung getaucht wurde. In einer anderen 
Versuchsreihe wurde das betreffende Metall einige Zeit in destilliertes 
Wasser gehalten und dieses dann fiir die Reaktion (Zersetzung ent- 
sprechender Substrate durch die Fermente) benutzt. Die Autoren berichten 
von einer hemmenden Wirkung, die vom Kupfer in héherem MaBe als 
vom Silber ausgeiibt wird. 


1 Diese Zeitschr. 251, 51, 1932; 258, 294, 1932; 254, 479, 1932. 
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Ubrigens haben Jacoby und Shimizu analoge Untersuchungen mit 
Takadiastase angestellt und etwas abweichende Resultate erhalten, was auf 
die Versuchsbedingungen zuriickzufiihren ist. Diese Autoren studierten 
die Wirkung von Ni, Co, Cu, Fe, wobei es ibnen nicht gelang, eine Inakti- 
vierung zu erreichen. Was die aus Soja gewonnene Urease betrifft, so sind 
die Arbeiten von Jacoby und von Jacoby und Shimizu zu nennen, in denen 
die Wirkung von Ni und der ihm verwandten Metalle auf die Soja-Urease 
studiert und ihre verschiedenen Inaktivierungswirkungen charakterisiert 
werden. 

In den hier mitgeteilten Untersuchungen ist die Wirkung folgender 
Substanzen auf die Kinetik der Urease —Harnstoff-reaktion gepriift 
worden: Kupfer und seine Oxyde, kolloidales Gold und Silberoxyd. 
Die Versuchsanordnung und die Berechnungen sind die gleichen, wie 
in den vorhergehenden Arbeiten tiber Urease!, nur wurde der Inaktivator 
in die Reaktion als Pulver eingefiihrt. Wir miissen noch auf einige 
Varianten im Grundschema der Versuche hinweisen: 

1. Die Lésung der Urease nach Folin wird mit dem Inaktivator 20 bis 
21 Stunden vor dem Versuch vermengt, wahrend dieser Zeit bleibt das 
Gremisch bei Zimmertemperatur (13 bis 15° C)stehen. Danach wird Phosphat - 
puffer und Harnstofflésung zugefiigt und der Versuch im Thermostaten 
bei 37°C durchgefiihrt. 

2. Die gleiche Anordnung. nur befindet sich das Gemisch Urease- 
Inaktivator 20 bis 21 Stunden im Thermostaten bei 37°C. 

3. Zu der mit Phosphatpuffer versetzten Ureaselésung wird der In- 
aktivator zugefiigt, das Gemisch bleibt 20 bis 21 Stunden im Thermostaten 
bei 37°C. Danach wird die Harnstofflésung zugesetzt, worauf das Gemisch 
wiederum im Thermostaten bei 37°C gehalten wird. 

4. Alle Ingredienzien werden unmittelbar vor dem Versuch gemischt 
(genaue Wiederholung des Untersuchungsschemas der friiheren Arbeiten). 

Bei allen erwahnten Untersuchungen fiihrten wir ein: 20 ccm Urease 
nach Folin (enthaltend 56,5 bis 58 mg Trockensubstanz in 5ccm), 20 cem 
des Phosphatpuffers von py = 7,1 und 10 ccm einer 1°,igen Harnstoff- 
lésung. Die Mengen des Inaktivators wurden variiert. Um kolorimetrieren 
zu kénnen, muBten wir bei einigen Untersuchungen die Lésungen von 
den suspendierten Teilchen des Metalls oder dessen Oxyd abfiltrieren. 


Wir fassen die Versuchsergebnisse in folgenden Tabellen zusammen : 


Tabelle I. Cu. 





nr, | Maktivierumg | 57.105 | x. 106 | K,. 102 H H, Schema 
mg 
1 50 21.0 4,87 10,909 — 30,70 | — 34,37 1 
2 50 1,95 0,69 155 — 8648 — 92,36 2 
3 50 8,30 1,83 3.76 — 85,54 — 85,80 3 
4 50 44,0 10,10 21,30 + 105,80 + 110,00 4 
5 100 35,0 8,01 1838 + 8247 + 75,00 4 


! Diese Zeitschr. 251, 51, 1932. 

















dey ea 


ae MENA EN, or Bena tye ort 





360 A. Ruchelmann: 


Folgerungen.  Starkste Hemmung bei friihzeitiger Eintiihrung des 
Puffers und bei 37°C. Ungefahr gleiche Wirkung bei Fehlen von Puffer 
und bei Unterbringung im Thermostaten. Das Mischen bei Zimmertem- 
peratur gibt verhaltnismaéBig unbedeutende Inaktivierung. Unmittelbar 
vor Reaktionsbeginn angesetzte Versuche ergeben ziemlich bedeutende 
Aktivitat. 


Tabelle II. Cu,0, 50 mg. 





Nr. Uf. 10° hk. 104 Ky, . 103 H Hy, | Schema 
1 31,00 7,13 15,32 — 2,60 — 3,12 1 
_ 1,50 0,40 115 | —90,15 —— 93,89 2 
3 2,80 0,69 160 | — 94,17 — 95,96 3 
Folgerungen. Stéirkste Hemmung bei friihzeitiger Einfiihrung von 


Puffer. Ungefaibr gleiche Wirkung in Abwesenheit von Puffer, aber bei 
Unterbringung des Gemisches im Thermostaten vor dem Versuch. Dasselbe 
bei Zimmertemperatur ergibt unbedeutende Hemmung. 


Tabelle III. CuO, 50 mg. 





Nr. Uf . 105 kK. 104 ky, . 108 H Hy Schema 
1 24,0 5,37 11,65 — 25,93 — 21,87 1 

2 8,3 1,71 4,45 — 66,36 — 70,86 2 

3 10,3 2,28 5,25 — 78,05 — 80,29 3 

4 18,0 3,99 8,88 — 14,20 — 10,00 4 


Folgerungen. Starkste Hemmung bei friihzeitiger Einfiihrung von Puffer 
und bei 37°C. Ungefaihr gleiche Wirkung bei Abwesenheit von Puffer, 
aber bei Unterbringung des Reaktionsgemisches im Thermostaten vor dem 
Versuch. Gleiche Versuchsanordnung, bei Zimmertemperatur vor dem 
Versuch gibt geringere Hemmung. Inaktivatorzusatz unmittelbar vor dem 
Versuch gibt unbedeutende Hemmung. 


Tabelle IV. 


Vergleich der Wirkung von 50mg Cu, CuO, Cu,0 unter gleichen 
Bedingungen. 











Cu CuO Cu, 0 
ee sone | en oe — Schema 
H Hy H H, H Hy 
— 30,70 — 34,37 — 25,93 — 21,87 — 2,60 — 8,12 1 
— 8643 — 92,36 — 66,36 — 70,86 — 90,15 — 93,89 2 
— 85,54 -- 85,80 — 78,05 — 80,29 — 94,17 — 95,96 3 
+105,80 + 110,00  — 14,20 — 10,00 — - 4 


Folgerungen. In Anwesenheit von Puffer oder in der Warme wird die 
aktivste Wirkung von Cu,O, danach von Cu und an dritter Stelle von CuO 
ausgetibt. 
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Tabelle V. 


EKinwirkung von CuO auf die Urease nach Schema 4. [py = 7,1 
(20cem). Urease nach Folin, 20 cem.] 





Cul 
Nr. Uf. 105 kK . 104 ky . 103 H Hy, rt 
1 20 4,72 10,35 0 0 0 
2 18 3,99 8,88 — 14,20 10,00 50(1) 
3 19 4.47 994 om 4.00 5.00 100(2) 
4 18 4,08 9.47 7.50 — 10,00 150(3) 
D 16 3.74 8,38 18.99 — 20,00 200(4 


Folgerungen. Steigerung der Menge von CuO ergibt eine Inaktivie- 
rung, die mit Zunahme der Menge des Inaktivators zwar zunimmt, die 
aber dieser Zunahme nicht proportional ist. 
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von CuO auf die Urease. 





Tabelle VI. Ag,O, 50 mg. 





Nr. uy .105 kK. 104 A, . 103 H Hy, Schema 
1 8,25 0,93 2.13 — 64,35 — §3,65 2 
2 3,70 O85 2.13 — 89,29 — 91,29 3 


Folgerungen. Aktivere Wirkung bei vorherigem Pufferzusatz und bei 
entsprechender Temperatur. Die Wirkung der Warme allein ergibt geringere 





Inaktivierung. 
Tabelle VII. Kolloidales Gold. 

. . » " Gold . 
Nr. Uf . 105 kK . 104 kK, . 108 H Hy pene Schema 
1 5 1,14 2,59 — 49.81 50,00 0,1 2 

2 8 1,82 4,16 40,23 42.85 0.5 2 

3 40 9,31 18,34 12,35 12,50 0,1 3 

4 49 11,16 22.48 + 15,57 + 19,51 0.5 3 


Folgerungen. GroBere Wirkung ohne Puffer als in Anwesenheit desselben. 
(:réBere Dosen wirken weniger als kleine; bei Vorhandensein von Puffer 
wird Aktivierung des Prozesses beobachtet. 
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Fassen wir zunachst die Einwirkung des Kupfers und_ seiner 
Oxyde auf den Verlauf der Urease —Harnstoff-reaktion ins Auge. Dabei 
beobachten wir eine bestimmte GesetzmaBigkeit: der Inaktivator iibt 
seine Wirkung in verschiedener Weise je nach den Versuchsbedingungen 
aus; eine besonders starke Wirkung wird beobachtet, wenn der In- 
aktivator der Urease und dem Puffer 20 bis 21 Stunden vor dem Versuch 
zugesetzt und das Gemisch bis zum Versuch bei 37°C gehalten wurde 
(Schema 3). An zweiter Stelle steht ihrer Wirkung nach die Versuchs- 
anordnung des Schemas 2. Die Schemata | und 4 ergeben die geringste 
Wirkung des Inaktivators auf den Verlauf des Prozesses: an letzter 
Stelle in bezug auf die Inaktivierung steht Schema 4. Mit anderen 
Worten: die giinstigsten Bedingungen fiir die Beeinflussung der Urease 

Harnstoff-reaktion durch den unléslichen Inaktivator sind durch 
die Temperatur und den fiir das Ferment optimalen Puffergehalt 
bestimmt, wobei die Temperatur der mafgebende Faktor ist. Die 
nach den Schemata 1, 2, 3 gewonnenen Versuchsergebnisse beweisen 
unzweifelhaft, daB zwischen Urease und Kupfer oder dessen Oxyden 
eine Reaktion, und zwar eine sehr langsam verlaufende Reaktion statt- 
findet, wie das allgemein bei Molekiilreaktionen der Fall ist, besonders 
wenn sich eines der Ingredienzien in unléslichem Zustande befindet. 
Des weiteren ist die Beobachtung hervorzuheben, daB die Reaktion 
durch geeignete Temperatur und optimales py des Systems beschleunigt 
wird. Wenn wir a priori auf Grund der von uns ausgesprochenen Ver- 
mutung! voraussetzen, daB im Ureasemolekiil NH,- und COOH- 
Gruppen enthalten sind, so diirfen wir annehmen, daB sich die Carboxyl- 
gruppen mit dem Metall verbinden, wodurch eine salzartige Verbindung 
Kupfer—Urease entsteht. Wir wollen selbstverstandlich nicht be- 
haupten, daB eine vollkommene Bindung aller Carboxylgruppen nach 
dem Typus der Salzbildung vor sich geht —- ihre Menge ist uns 
unbékannt (die Frage muB noch besonders erforscht werden) —, aber 
auf Grund unserer Untersuchungen darf man auf eine partielle Bindung 
dieser Gruppen schlieBen. Wenn das aber zutrifft, so leiten wir unseren 
Grundversuch mit partiell gebundenem Ferment ein. Mit anderen 
Worten: in die Reaktion wird nicht diejenige Menge des Ferments 
eingefiihrt, die wir unseren Berechnungen zugrunde legen, sondern 
eine etwas geringere ; das bedeutet, daB U f, das nach einer entsprechenden 
Formel berechnet wird, infolge der Verminderung der an Kupfer 
gebundenen Urease um ein Mehrfaches gréBer sein muB, bei gleichzeitiger 
Verminderung von K, d.h. die von uns in der zweiten Mitteilung? 
ausgesprochene These wird wiederholt: die Bindung des Ferments 


! Siehe IV. Mitteilung, diese Zeitschr. 254, 479, 1932. 
2 Siehe II. Mitteilung, diese Zeitschr. 251, 51, 1932. 
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Urease. 





in der ersten Reaktionsphase fitihrt zu einer Verminderung von A und 
zu einer relativen Steigerung von Uf. 

Setzen wir das Vorhandensein der Verbindung Kupfer-Urease 
voraus, so muB8 im Grundversuch auer allen frither aufgezahlten 
Ingredienzien ein zusatzliches angenommen werden, so daB wir folgende 
Zusammensetzung des Reaktionsgemisches erhalten: 1. 1°, Harnstoff. 
10 ccm; 2. Phosphatpuffer, pu = 7,1, 20cem; 3. Urease nach Folin 

Kupfer-Urease, 20 cem; 4. 50 mg Kupferpulver (die an das Ferment 
gebundene Menge ist nicht beriicksichtigt). Es ist dabei unbekannt, 
wie sich die Mengen der Urease, der Kupfer-Urease, des freien und 
des gebundenen Kupfers zueinander verhalten. 

Wie gering die Dissoziation einer Substanz auch sein mag, so dart 
diese Dissoziation von uns doch nicht ganz vernachlassigt werden; de 
weitere Reaktionsverlauf wird nicht nur von dem pulverf6rmigen Kupter. 
sondern auch von Kupferionen beeinfluBt; diese stammen aus der neu ge- 
bildeten Verbindung, der der Ureaserest als Saureradikal dient. Wenn 
Metallionen in der Lésung vorhanden sind, bilden sich im Laufe der Reaktion 
selbst neue Mengen von Kupfer-Urease, die im weiteren Verlauf dissoziiert 
werden; neue Mengen Kupferpulver und Ferment werden in die Reaktion 
einbezogen, bis schlieBlich das ganze Ferment, seiner Menge entsprechend, 
in Kupfer-Urease iibergeht. worauf Dissoziation dieser Verbindung erfolgt : 
die Geschwindigkeit und die Eigenschaften dieser Umwandlung hangen 
von den Bedingungen der Versuchsanordnung ab. So zeigen z. B. die Unter- 
suchungen von Jacoby und Shimizu, daB die Anwesenheit von KCN und 
Glykokoll im Reaktionsgemisch die durch Kupter bedingte Hemmung er- 
schweren, da sie mit diesem Metall leichter in Bindung treten als das 
Ferment und die Urease aus der Verbindung Kupfer—Urease befreien. 
AuBerdem binden diese Substanzen das Kupfer fester (KCN gibt sogar 
komplexe Verbindungen); auf diese Weise werden Ferment und Substrat 
vor dem weiteren EinfluB dieser schon gebundenen Mengen Kupfer geschiitzt. 

Die salzartige Verbindung des Kupfers mit Urease stellt eben 
eine der von Jacoby zuerst beschriebenen kiinstlichen Zymogene dar, 
zu deren Annahme auch wir auf dem Wege kinetischer Messungen 
gekommen sind. 


Es ist klar, warum durch die Vorbehandlung nach Schema 3 die grébte 
Hemmung bewirkt wird; das Ferment ist dank der optimalen Bedingungen 
in geniigender Menge gebunden; in den Versuchen nach Schema | dagegen 
erfolgt die geringste Bindung des Ferments. 

Kommt es aber zu einer beliebigen Bindung des Ferments durch 
Kupfer, so bleibt die Menge des Kupferpulvers auch nicht ein und dieselbe. 
und folglich reagiert das Kupfer mit dem Substrat auf verschiedene Weise : 
wir glauben, daB das Kupfer mit dem Substrat am energischsten in ioni- 
siertem Zustand reagiert, indem es Substrat bindet, was besonders schart 
im Schema 3 hervortritt. Eine geringere in der Lésung enthaltene Menge 
Substrat und Ferment gibt eine geringere Menge der provisorischen, in- 
stabilen Verbindung Ferment—Substrat (Urease—Harnstoff); folglich 
entsteht in der zweiten, hydrolytischen Reaktionsphase weniger Ammoniak, 
und, als Folge davon, finden wir eine Verminderung von K und Uf. 
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Man kann die verschiedenartige Wirkung von Cu, CuO und Cu,O 
durch die verschiedene Sattigung dieser Verbindungen sowie durch 
den Unterschied in der Verteilung erklaren, also durch die Verschieden- 
heit der Reaktions- und Adsorptionsflichen. Wenn wir die Tabelle V 
und Abb. 1 analysieren, so sehen wir, daB die durch CuO bewirkte 
Hemmung mit Zunahme der Menge dieser Substanz wachst, aber 
nicht proportional dieser Menge; dadurch wird einerseits die hemmende 
Wirkung des Kupfers, andererseits der aktivierende EinfluB einer 
groBen Adsorptionsfliche, die eine bessere Bindung zwischen Urease 
und Harnstoff erméglicht, bewiesen. 


Wir haben analoge Versuche mit Silberoxyd und kolloidalem Gold 
nach Schema 2 und 3 angestellt (Tabelle VI und VII). In bezug auf Silber- 
oxyd ziehen wir dieselben Folgerungen wie in bezug auf Kupfer und dessen 
Oxyde; sie bestitigen also unsere Voraussetzungen. Was das kolloidale 
Gold betrifft, so weichen die Resultate von den mit Silber und Kupfer 
gewonnenen vollkommen ab. Der ohne Puffer angesetzte Versuch verlauft 
energischer; gréBere Konzentrationen inaktivieren weniger, sie aktivieren 
sogar den ProzeB bei Vorhandensein von Puffer. Wir sind geneigt, diese 
Tatsachen in der Richtung zu deuten, daB das Gold einerseits bei der 
Bildung der salzartigen Verbindung Gold—Urease dank seinem geringen 
Reaktionsvermégen und seiner Stellung im periodischen System mit Urease 
auBerst langsam reagiert, daB es andererseits dank der enormen Flache des 
Kolloidsystems den Kontakt zwischen der Urease und dem Harnstoff 
herstellt; dieser Kontakt ist unter optimalen Bedingungen (Puffer, Tem- 
peratur und geniigende Menge Kolloid) besonders energisch. 


Literatur. 


1) Baumgarten u. Luger, Wiener klin. Wochenschr. 1927, Nr. 39, 8S. 1222. 
— 2) Jacoby u. Shimizu, diese Zeitschr. 128, 89, 95, 1922. — 3) Jacoby, 
ebenda 76, 321, 1916; 128, 80, 1922. 
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Reinigung von Sekretin. 


Von 
G. Agren und 0. Wilander. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut des Karolinischen Instituts, 
Stockholm. ) 


(Eingegangen am 13. Januar 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vorliegende Arbeit bildet eine Fortsetzung der von uns zusammen 
mit E£. Hammarsten (1) iiber die Reindarstellung von Sekretin ver- 
6ffentlichten. Wir hatten dort Praparate erhalten, die in 0,2 mg wirksam 
waren. Diese wurden durch eine Modifikation der Methode von Dal 
und Leidlow und darauffolgende Extraktion mit 95°,igem Alkohol 
dargestellt. © Das wirksame Prinzip in denselben wurde dann in 
einer Schicht zwischen Chloroform und Wasser angereichert, der 
N-Gehalt des Praparates betrug 12,4°,. Nach der Veréffentlichung 
unserer vorhergehenden Arbeit sind in der Literatur eine Reihe von 
Angaben iiber die Eigenschaften des Sekretins und seine Reinigung 
gemacht worden. 

L. Takacs (3) stellte 1928 Sekretin dar und reinigte es mittels Ultra- 
filtration, wodurch er Praparate erhielt, die in einigen hundertstel Milli- 
gramm pro Kilogramm Tier wirksam waren. Seine Praparate enthielten 
10% N, 0% P. Sie gaben positives Biuret, positiven S und positiven Millon, 
weshalb er sie als Albumose auffaBte. Die Angaben iiber die Wirksamkeit 
der verschiedenen Praparate kénnen selbstverstandlich nicht ohne weiteres 
verglichen werden, da die Standardisierungsmethoden nicht die gleichen 
gewesen sind. J. Mellanby (4) machte in demselben Jahre eine Mitteilung. 
nach welcher er unter Benutzung seiner friiheren Methode sowie durch 
isoelektrische Fallung ein Praparat erhalten hatte, das in 0,02 mg wirksam 
war. Dieses war gelb gefairbt, enthielt Phosphor und beeinfluBte auber 
der Pankreassekretion auch den GallenfluB. Er faBbte es als ein Polypeptid 
auf. In demselben Jahre meinten Jvy, Oldberg (5) u.a., daB die gallentreibende 
Wirkung des Sekretins auf ein besonderes Hormon zuriickzufiihren sei, 
das sie Cholecystochinin nannten. In jenem und dem darauffolgenden 
Jahre gelang es, diese Subtsanzen zu trennen. Im Jahre 1929 versuchten 
Ivy und Mortimer (6) die Versuche Mellanbys zu wiederholen, was aber 
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366 G. Agren u. O. Wilander: 


miBlang, eine Erfahrung, die schon laingst in unserem Laboratorium ge- 
macht worden ist. Im Jahre 1930 erhielt Still (7) ein Sekretinpraparat 
durch Fallung mit Brucin und Extraktion mit Methylalkohol. Dieses war 
in 0,02 mg pro Kilogramm Hund wirksam. Er macht nur die Angabe, dab 
das Praparat positives Biuret gibt. In demselben Jahre kamen Jvy, Kloster, 
Drewyear, Lueth (8) mit Angaben iiber Sekretin. Sie hatten, wie auch die 
friiheren Forscher, zur Darstellung von Rohsekretin die Methode von 
Luckart und Weaver benutzt. Das Praparat wurde dann durch isoelektrische 
Fallung gereinigt, wodurch sie Praparate erhielten, die in 0,1 bis 0,01 mg/kg 
Hund wirksam waren. Thr Praparat war P-frei, enthielt 7,59 N, gab 
schwaches Biuret und Pauli. 


Bei Durchsicht der Literatur sieht man deutlich, daB die Ver- 
fasser entweder vermieden, sich tiber die Natur des Sekretins zu auBern, 
oder es als Albumose oder ein Polypeptid auffassen. Ferner findet man, 
daB diejenigen Verfasser, welche ihre Praparate durch Extraktion aus 
Darmschleimhaut mit saurem Alkohol hergestellt haben, auch eine 
EKinwirkung des Praparates auf die Galle erzielt haben. Mit der von 
uns angewandten Methode wurde niemals eine Wirkung auf die Gallen- 
sekretion hervorgerufen. 


Unsere Praparate wurden nach der in unserer friiheren Arbeit 
angegebenen Methode dargestellt und durch Extraktion mit 95°,igem 
Alkohol gereinigt. Das wirksamste Praparat erzielten wir durch 
Schiitteln einer Wasserlésung dieses Extraktes mit Chloroform, wobei 
das wirksame Prinzip in einer Schicht zwischen Chloroform und 
Wasser angereichert wurde. Die Ausbeute betrug jedoch nur 20°. 
Durch Verwendung einer konzentrierteren Wasserlésung und durch 
kraftiges Schiitteln derselben mit Chloroform, sowie durch Zentrifugieren 
gelang es, die Ausbeute zu erhéhen, so daB die Zwischenschicht 80 
bis 90°, des wirksamen Prinzips enthielt. Von diesem Praparat, das 
wir K nennen, sind wir dann bei unseren folgenden Versuchen aus- 
gegangen. Es ist dies ein etwas gelbes Pulver, leicht léslich in Wasser 
und 95°, Alkohol, mit einem Stickstoffgehalt von 11 bis 14°, und 
wirksam in 0,2 mg. 

Das Praiparat wurde nach der bereits friiher beschriebenen Methode 
an Katzen (2) standardisiert. 


Bei intensiver Extraktion von A mit absolutem Alkohol gingen 
nur 5 bis 6° der wirksamen Substanz in Alkohol iiber. Diese Lésung 
wurde im Vakuum verdunstet, wobei hauptsachlich Substanzen von 
lipoidem Charakter erhalten wurden. Diese wurden aufs neue mit 
einer geringen Menge absolutem Alkohol extrahiert, dann wurde 
mit doppeltem Volumen Aceton gefiallt. 


Dieser Niederschlag bestand aus einem weiBen, amorphen Pulver. 
Die im Alkohol unléslichen, lipoidihnlichen Substanzen waren bei der 
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Priifung unwirksam, wahrend die acetongefallte Substanz in 0,005 mg 
pro Kilogramm Katze wirksam war. Das Praparat war in absolutem 
Alkohol unléslich und zeigte also, daB die Léslichkeit in absolutem 
Alkohol durch die Gegenwart der Lipoide bedingt war. Der N-Gehali 
betrug 2,3°,, wahrscheinlich durch groBen Gehalt an Neutralsalzen 
bedingt. Gleichzeitig wurde die Léslichkeit von K in anderen Alkoholen, 
namlich Propyl-, Butyl- und Amylalkohol, untersucht. In keinem 
von diesen wurde eine wirksame Substanz erhalten. Aus dem Oben- 
erwahnten ging hervor, daB das Sekretin in absolutem Alkohol nicht 
anders als zusammen mit Stoffen von lipoidem Charakter eine gréBere 
Léslichkeit hatte. Da das Sekretin demnach eine gewisse Affinitat 
zu den Lipoiden zu haben schien, lag der Gedanke nahe zu versuchen, 
es zusammen mit Lecithin und anderen Stoffen mit ahnlichen Léslich- 
keitsverhaltnissen auszufillen. 

Mit Desoxycholsiure und Cholesterin hatten wir keinen Erfolg. 
Zusammen mit Lecithin konnte das wirksame Prinzip ausgefallt und 
aus dieser Fallung durch Extraktion mit 95°,igem Alkohol in groBer 
Ausbeute salzfrei zuriickgewonnen werden. Wir nennen dies Pra- 
parat (b). 

Dies gibt eine Erklarung fiir das in unserer friiheren Arbeit ge- 
fundene Verhalten, daB das Sekretin unter gewissen Umstinden in 
Benzol iibergehen kann, was also darauf beruhen wiirde, daB es sich 
dem Lecithin oder anderen lipoidahnlichen Substanzen anschliebt. 
Gleichzeitig wurde aus dem Versuch ersichtlich, daB das Sekretin 
nicht durch Cadmium in Alkohollésung gefallt wird. Vorstehendes 
gab demnach in bezug auf die Reinigung des Praparates kein Resultat. 
Es wurde hingegen ein hochgradig salzfreies Praparat gewonnen, das 
spaiter bei der Elektrodialyse Anwendung fand. 

Eine 95°,ige Alkohollésung von K wurde mit HgCl, + Na-acetat 
nach Kutscher (9) ausgefaillt. Dabei wurde ein Niederschlag erhalten, 
der mit Schwefelwasserstoff in Wasser oder 80°,igem Alkohol be- 
handelt wurde. Bei der erstgenannten Methode wurde ein unwirksames 
Praparat erhalten, bei der letztgenannten ein Praiparat mit Wirkung 
in 0,5mg. Es wurde der gréBte Teil des Sekretins zerstért, und nur 
zwischen 10 bis 20%, konnten wiedergefunden werden. Ob das Sekretin 
hierbei als EiweiBverbindung ausschied, ist schwierig zu entscheiden, 
bei Versuchen, es mit anderen EiweiSfallungsmittelIn, wie Pikrin- 
siure u.a. auszufillen, wurde aber kein Niederschlag erhalten. 


Versuche, das Praparat in Wasser- oder Alkohollésung mit Hilfe 
von Puffern isoelektrisch auszufillen, zeigten die Unfallbarkeit des 
Praparates unter diesen Bedingungen. Der Versuch zeigte, dais Eiweib 
in isoelektrisch fallbarer Form nicht vorhanden war. 
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Das Praparat wurde nun bei verschiedenen Reaktionen sauer, 






: 4 neutral und alkalisch -— elektrodialysiert. Zu diesem Versuch wurde 
ae ein Elektrodialyseapparat verwendet, der lecm_ Fliissigkeit faBte 
bit und die Benutzung sehr kleiner Substanzmengen ermdglichte. Die 






Dialyse geschah durch Pergamentmembranen. Der Apparat war von 
















: i E. Hammarsten konstruiert (10). Zuerst wurden Wasserlésungen von K 
Fit bei verschiedenen Reaktionen elektrodialysiert, welche durch Lésung 
i i j von K in Pufferlésungen von gewiinschtem px erhalten wurden. Diese 
: i wurden dann durch elektrometrische Bestimmung der H-Ionenkonzen- 
f t tration mittels Wasserstoff-Gaselektroden kontrolliert. Nach Be- 

ie endigung der Dialyse — im allgemeinen nach etwa 45 Minuten 
i wurde neutralisiert und die Flissigkeiten an den beiden Polen, sowie 
‘ iF die Zwischenflissigkeit eingedunstet und geprift. 
ti Ant kti 

an sr . 

a inden Zaschen- Negativer Pol Gecotshele Positiver Pol 

; Pu 3,2 wirksam 0 0 

a Pu 7.0 ‘ 0 0 

§ pu 9,1 ‘ 0 0 


Aus der Tabelle geht hervor, daB das wirksame Prinzip in allen 
drei Fallen sich am negativen Pol sammelte (diese Resultate wurden bei 
wiederholten Versuchen erhalten). Diese Substanz hatte also keine 
ausgeprigten amphoteren Eigenschaften, sondern verhielt sich bei der 
Elektrodialyse, wie man bei einem Stoff mit basischem Charakter er- 
warten kann. Aus der Fliissigkeit vom negativen Pol konnte ein Pra- 


parat gewonnen werden, daB aus einem weiBben Pulver bestand, das 
mikroskopisch teils kochsalzihnliche Kristalle, teils amorphe Teilchen a 
enthielt. Es war wirksam in 0,4mg. Die gelbe Substanz in K blieb “< 
in der Zwischenfliissigkeit zuriick. Von der zu Beginn des Versuchs - 
darin vorhandenen wirksamen Menge wurden nur 20 bis 30°, am a 
negativen Pol wiedergefunden. Der Rest wurde im Verlauf der Versuche ; 


wahrscheinlich durch Alkalisierung und zu hohe Temperatur zerstort. 
Es wurde deshalb mit kleineren Mengen, 10 bis 15 mg Substanz, und 
mit mehr salzfreien Priparaten dialysiert, wobei wir die Fliissigkeit 
am negativen Pol in n/100 HCl hineintropfen lieBen und darauf achteten, 
daB die Reaktion sauer blieb. Ein geeignetes Praiparat fanden wir 
in dem bei den Lecithinversuchen gewonnen Praparat 6. Dies wurde 
in Wasser gelést, die Ausbeute bei der Elektrodialyse war 70 bis 80°,,, 
und die Wirksamkeit der Kathodenfliissigkeit war, im Vakuum ein- 
gedunstet, eine Einheit pro 0,02 mg. 

Eine Serie wurde angestellt, wobei die Dialyse nach verschieden 
langer Zeit unterbrochen wurde. Hierbei zeigte es sich, daB die Sekretin- 
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menge, welche aus der Zwischenfliissigkeit gewonnen werden konnte, 
schon nach 3 bis 4 Minuten ausdialysiert war. 





Ausbeute am negativen 
Zeit Pol in %, von der 
Totalmenge 


nach 1 Min. 30 
Ng, en 50 
ae 65 
— =< 70 
_— ee 70 


Diese rasche Wanderung aus der Zwischenfliissigkeit mub so 
gedeutet werden, daB die wirksame Substanz, mit der wir es hier zu 
tun haben, ein relativ kleines Molekiil hat. 

Durch die rasche Wanderung des Sekretins konnten wir auch die 
Elektrodialyse bedeutend friiher unterbrechen. Es zeigte sich auch, 
daB wir 95° igen Alkoholextrakt auf A elektrodialysieren konnten. 
Das so erhaltene Praiparat war ein weiBes Pulver, in 0,04 mg wirksam, 
das 75°, Salze, 1,9°, N, 0,17°, 8S, 0°, P und 0,1°, NH, enthielt. 
Dieses Praiparat benutzten wir als Ausgangsmaterial fiir folgende 
Versuche. 

Um zu priifen, ob das Praiparat aromatische Aminosauren enthielt, 
stellten wir spektrographische Versuche an Sekretinlésungen an. Wir 
benutzten einen Zeiss- Quarzspektrograph und verglichen die aus Sekretin- 
lésungen erhaltenen Absorptionskurven mit denjenigen Kurven, welche 
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von Lésungen umkristallisierten Serumalbumins derselben Konzentra- 
tionen von N erhalten wurden. Die Sekretinlésungen wurden in drei 
Konzentrationen hergestellt, die, wenn wir mit dem ganzen N-Gehalt 
des Priparates als EiweiB-N rechneten, 0,07, 0,15 und 0,25°, Eiweils 
enthalten wiirden (Abb. 1 und 2). Die Abszisse zeigt die Wellenlinge 
und die Ordinate den Logarithmus fiir die Dicke der Fliissigkeitsschicht. 

Wie aus den Abbildungen hervorgeht, wies die Serumalbumin- 
kurve (Abb. 1) bei einer Wellenlange von etwa 260 bis 2900 einen 
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starken Buckel auf. Derselbe ist, wie angenommen wird, durch zyklische 
Verbindungen des EiweiBes bedingt und fiir die Absorptionskurve 
des EiweiBes typisch (Svedberg). Auch in den Kurven der Sekretin- 
lésungen war bei derselben Wellenlange ein sehr geringer Buckel vor- 
handen. Da dieser nur unbedeutend ausgeprigt war und auch bei 
stirkerer Konzentration (Abb. 2) der Sekretinlésung nicht deutlicher 
wurde, erschien es unwahrscheinlich, daB das Sekretinpraparat eine 
der zyklischen Aminosduren des EiweiBes enthalte. 

Da wir aber die Méglichkeit nicht mit absoluter Sicherheit aus- 
schlieBen konnten, untersuchten wir unser Praparat auf diejenigen 
zvklischen Aminosduren, welche Farbenreaktionen geben. Die Amino- 
siuren, auf welche hin wir das Priparat untersuchten, waren Histidin, 
Arginin, Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin, Cystin und Cystein. 
Gleichzeitig mit der Ausfiihrung der Reaktionen am Sekretinpraparat 
wurden zur Kontrolle der Empfindlichkeit der Reaktionen dieselben 
Reaktionen an den reinen Aminosaéuren oder reinem Eiweif in ver- 
schiedenen Verdiinnungen gemacht. Dadurch konnten wir eine approxi- 
mative Vorstellung bekommen von der Menge der betreffenden Amino- 
sdure bei einer eventuellen positiven Reaktion an dem Sekretinpraparat. 
Bei der Herstellung der Sekretinlésung haben wir den N-Gehalt des 
Priparates als EiweiB-N angenommen, und die Konzentrationen geben 
also die Menge des berechneten ,,SekretineiweiBes’ im Lésungsmittel 


Wasser an. 





Eiweifi Sekretin 
OS ee a ee + + 
Se el ree ae + _ 
Xanthoprotein . . . . + —_ 


Ninhydrinreaktion. 





Verdiinnung Glykokoll Arginin Sekretin 
1: 200 es ie se = 

1: 2000 a 3 + = 

1 : 200 00 “+ a —_ 

1 


- 200 000 nM . - 


Histidinreaktion nach Pauli. 





Verdiinnung Pepton Histidin Sekretin 
1: 200 oes +++ — 
1: 400 +++ +++ — 
1: 800 ++ +++ _ 
1: 1600 =f. es = 
1: 4000 +? + bee 
1: 200 00 + _ —_ 
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Arginin nach Sakaguchi. 





Verdiinnung 


ee ee 


:5 000 
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:5 0000 

: 100000 
- 5 000 00 
: 1 000 000 


Arginin 


tt 
+++ 


TT 


Sekretin 


a 


Tryptophan nach Hopkins-Cole. 








Verdiinnung Tryptophan Sekretin 

1:80 tae _ 

1 : 400 

1: 800 - — 

1 : 4000 7 

Cystin nach Sullivan. 

Verdiinnung Cystin Sekretin 
1:1250 +++ —_— 
1: 2500 $44. : 
1:5009 +H — 
1: 10.9000 ~ 


Cystein nach Hopkins Modifikation von Arnold. 





Verdiinnung 
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Sekretin 


Ehe die Cystin- und Cysteinreaktion ausgefiihrt wurden, wurde das 
Praparat nach Fernuchi und Okabe (11) hydrolysiert. 


Diacetylreaktion nach Harden 


und Norris. 





Verdiinnung 


Biochemische Zeitschrift Band 259. 


1:5000 
1: 10900 
1: 
1 
1 
] 


290 00 


: 40900 
: 890.00 
: 160 000 


Eiweifi 


cee 


4 
re 


Sekretin 


ot 








Ne REL EF PPR O 











372 G. Agren u. O. Wilander : 


Aus der Tabelle geht hervor, daB, mit Ausnahme der Biuret- 
reaktion, welche ja keine spezifische EiweiBreaktion ist, die Reaktionen 
negativ oder, wie bei Sakaguchi, schwach positiv sind. Der Sakaguchi- 
Reaktion zufolge, die ja durch die Guanidingruppe im Arginin bedingt 
ist, wurde auch die Diacetylreaktion ausgefiihrt, wobei wir fanden, dab 
Sekretin zehnmal kraftiger reagierte als reines EiweiB. Dies wiirde ja 
darauf hindeuten, daB unser Praparat eine Guanidingruppe von 
anderer Art als im gewohnlichen EiweiB enthielt. Die gewéhnlichsten 
Guanidinpraparate haben keine sezernierende Wirkung. Ferner wies 
die negative Ninhydrinreaktion darauf hin, daB wir im Sekretin- 
priparat keine freien x-Amino- und Carboxylgruppen haben kénnen. 
Das Fehlen zyklischer Verbindungen bekundet vor allem, daB wir es 
mit keinem komplizierteren EiweiBmolekiil zu tun haben. Dies, sowie 
das Resultat aus der Elektrodialyse, das gleichfalls auf ein relativ 
kleines Molekiil hindeutete, veranlaBte uns zu dem Versuch, das Mole- 
kulargewicht des Sekretins zu schatzen. Ein nicht vollig reines Praparat, 
wie das unsrige, eignete sich am besten zu einem Versuch, die Diffusions- 
konstante der wirksamen Prinzipien zu bestimmen. Eine passende 
Methode hierfiir ist die von Oholm (12) angegebene. Wir bedienten 
uns seiner Apparatur und erhielten dabei den Wert djg 30 = 0,158 fiir 
die Diffusionskonstante. Aus dieser errechneten wir dann das Mole- 
kulargewicht und bekamen den Wert 1800. Da jedoch mit dieser 
Methode erhaltene Molekulargewichte, wenn sie iiber LOOO gehen, 
etwas zu hoch ausfallen, kénnen wir also feststellen, dag das Mole- 
kulargewicht des wirksamen Prinzips im Sekretin kleiner ist als 
1800. In Anbetracht der gefundenen Neigung des Sekretins, sich 
mit groBen Molekiilen ziemlich fest zu vereinigen, und der 
schnellen Dialyse halten wir uns berechtigt, ein kleineres Molekiil 
anzunehmen. 

' Als Vergleich zwischen den Eigenschaften, welche unser Praparat 
und diejenigen anderer Verfasser zeigen, fiihren wir folgende, aus 
EB. U. Still (13) entnommene Tabelle an (obgleich wir in seiner Mono- 
graphie nicht zitiert sind). 





Mellanby Ivy Still Agren und 
: Wilander 
Total-N 7,5 6.7 2—3% 
P + ate ee 
5S: 4 + + 0,17 % 
Biuret : + + ? 
Xanthoprotein ao — —_ a 
Millon : + a sai om 
i. t a ? = 


| 


Ninbydrin . . . vaih = 
Hopkins-Cole . . . ~— aie i 
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Als Zusammenfassung der Resultate kénnen wir demnach an- 
geben, daB wir ein Sekretinpraparat erhalten haben, das in 0,005 mg 
pro Kilogramm Katze wirksam war. Dieses Praparat scheint keine 
zyklischen Aminosduren zu enthalten, wie die spektrographische Unter- 
suchung und die Aminosiureanalyse erwiesen haben, und besitzt ein 
Molekulargewicht, das unterhalb 1800 liegt. Das Priparat verhielt 
sich als eine Base. 


An Versuchen in wesentlich gr6Berem Mastabe sind seit 1 Jahr 
E. Hammarsten, E. Jorpes und G. Agren beteiligt. 


Diese Untersuchung ist mit Unterstiitzung der Stiftung .. Therese och 
Johan Anderssons Minne* ausgetiihrt. 
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Uber die Quellung der Gele bei Gegenwart 
von Denaturierungsstoffen. 


Von 
N. Jermolenko und A. Lobanowitsch. 


(Aus dem Laboratorium fiir physikalische und Kolloidchemie des Medizini- 
schen Instituts-in Minsk.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1933.) 


Die Quellungsprozesse sind auBer den Kapillarerscheinungen mit 
denjenigen der Hydratation oder im allgemeinen Falle der Solvatation 
aufs engste verbunden. Indem wir eine ganze Reihe von physikalischen 
Bedingungen oder den Charakter der zugefiigten Stoffe andern, kénnen 
wir nach Belieben entweder die Hydratation verstarken und somit 
die Stabilitaét des Sols steigern, oder umgekehrt durch Dehydratation 
die Stabilitat desselben herabsetzen und dadurch eine Koagulation 
des Sols, fiir konzentrierte Systeme aber eine Gelatinierung herbei- 
fiihren. Wir unterscheiden dabei zwei Arten von Koagulationsfaktoren. 
Die einen dieser Faktoren koagulieren infolge einer verhaltnismaBig 
nicht tiefgreifenden Einwirkung auf die disperse Phase reversibel, 
indem sie den ProzeB entweder durch eine Verringerung der elektrischen 
Ladung der Kolloidpartikelchen bis zum Potential, oder durch Ent- 
fernung des Solvathautchens dieser Partikelchen einschranken. Die 
anderen dieser Faktoren wirken energischer, indem sie in der chemi- 
schen Struktur der  Kolloidteilchen Veranderungen _ hervorrufen, 
wonach letztere im weiteren die Fahigkeit, in ansehnlichem Mabe 
das Dispersionsmedium zu binden, einbiiBen, sie denaturieren, wie man 
sagt, EiweiBstoffe. Nur in einigen Fallen gelingt es, den denaturierten 
EiweiBkiérpern ihre urspriingliche Solvatationsfahigkeit wiederzugeben, 
doch dies gelingt nur durch eine spezielle chemische Behandlung des 
Koagulates. Im einzelnen gewannen M. Anson und A. Mirsky! 


1 M. Anson u. A. Mirsky, J. gen. physiol. 18, 133, 469, 477, 1929/30. 
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durch chemische Behandlung aus denaturiertem Hamoglobin ein 
Produkt, welches seinen Eigenschaften nach mit dem Ausgangs- 
himoglobin identisch ist. 

Typische Faktoren einer solchen  irreversiblen Koagulation fiir 
EiweiBsole sind hohe Temperatur, Zusatz von Formalin, Alkohol, 
Pikrin- und Chromsaéure usw. SchlieBen wir die elektrischen Eigen- 
schaften des Kolloidteilchens aus, so erweisen sich die Solvatations- 
prozesse, sowohl im Falle des Sols, als auch im Falle der Gelquellung, 
als Prozesse gleicher Ordnung. Folglich ist bei der Einwirkung 
solecher Denaturatoren auf die Gele im Vergleich zu deren Quellung 
in wasserigem Medium ein viel geringerer Quellungsgrad zu erwarten. 
Andererseits haben wir eine ganze Reihe von Untersuchungen iiber 
Quellungsprozesse der Gele in Elektrolytmedien!. 

K. Rudsit? fiihrte etwa 16000 Messungen der Gelatinequellung in 
Abhangigkeit vom px-Wert, von der Temperatur, den Elektrolyt- 
zusitzen usw. aus. In all diesen Untersuchungen tritt die Abhangigkeit 
des Gelquellungsgrades —— bei konstanter Temperatur -—— vom Charakter 
und der Konzentration der Elektrolyte deutlich hervor. Betrachten 
wir den ElektrolyteinfluB auf die Gelquellung nicht im ganzen, sondern 
nur den EinfluB8 der Kationen bei gleichen Anionen und umgekehrt, 
so erweist es sich, wie F. Hofmeister? und Wo. Pauli* zeigten, dab 
die Hauptrolle hier den Anionen zufallt. Wenn wir nun die Anionen 
in eine Reihenfolge nach dem von ihnen bewirkten Quellungsgrad 
ordnen, so sehen wir, da dieselbe sich folgendermaBen abstuft: 
CNS >1> Br > NO, > Cl > CH, > COO > SO, 

Die ersteren, d. h. die CNS- und I-Ionen steigern die Gelquellung 
dermaBen, daB die einzelnen Micellen schon nicht mehr imstande sind, 
einander festzuhalten, das Gel zerflieBt und geht unter Solbildung in 
Lésung. LEinen analogen oder ahnlichen EinfluB itiben auch einige 
organische Stoffe aus, z. B. Harnstoff und Thioharnstoff?®. 


Vom oben Dargelegten ausgehend, fanden wir es fiir notwendig, 
zu priifen, in welchem MaBe die Gegenwart denaturierender Stoffe 
die Quellung des Gels, welches in eine Lésung solcher Elektrolyte, 
die den QuellungsprozeB maximal steigern, gebracht war, beeinfluBt. 
Was die Gelquellung in einer nur aus Salzen bestehenden Mischung 
anbelangt, so ist die Wirkung derselben in solchen Fallen, wie NV. Mora- 


1 F. Loeb, J. of gen. Physiol. 3, 248, 1920; Chiari, diese Zeitschr. 33, 
167, 1911; Pauli u. Handowski, ebenda 18, 340, 1909; 24, 219, 1910. 

2 K. Rudsit, Kolloidzeitschr. 58, 205, 1930. 

3 F. Hofmeister, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 28, 210, 1891. 

4 Wo. Pauli, Pfliigers Arch. 71. 1, 1898. 

5 W. Moraczewki u. E. Hamerski, diese Zeitschr. 208, 299, 1929. 
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czewski und EF. Hamerski zeigten, eine additive. In unserem Falle 
liegen drei Méglichkeiten vor. Falls aus dem Gemenge dieser Stoffe 
die Hauptwirkung auf die Denaturierungsstoffe entfallt, so wird der 
Quellungsgrad in der Mischung mehr den in letzteren Medien zu 
beobachtenden Werten entsprechen und umgekehrt.  SchlieBlich ist 
der Fall einer additiven Wirkung méglich. 


Experimenteller Teil. 


Als Untersuchungsobjekt wurden lufttrockene Gelatineplattchen von 
je etwa 1,5g Durchschnittsgewicht genommen. Die Bestimmungen ge- 
schahen nach dem Verfahren von Ho/meister, d.h. die abgewogenen und 
in Biichsen gebrachten Plattchen wurden eine bestimmte Zeit lang einer- 
seits der Wirkung denaturierender Stoffe — Formalin, Alkohol, Phenol 
andererseits der Wirkung von Verbindungen, die die Quellung stark férdern 
— -KCNS, KI, Harnstoff— ausgesetzt. Der Quellungsgrad wurde gewichts- 
maBig bestimmt. Das Wagen geschah mit einer Genauigkeit bis auf 1 mg. 
Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur (25° C) durchgefiihrt. Gleich- 
zeitig wurde in allen Fallen nach erfolgter Quellung der py-Wert in der 
Lésung kolorimetrisch bestimnit. Da es sich aber erwies, daB die py- 
Werte in jeder Versuchsserie nur unbedeutende Veraénderungen zeigten, 
sind die Daten dieser Ergebnisse in der Tabelle nicht angefiihrt. Die 
Veranderung des Quellungsgrades hingt also von dem Mengenverhiltnis, 
in welchem sich der Denaturator und die Salze in der Lésung befinden, ab. 
Anfangs wurde die Quellung mit einem bestandigen Denaturierungsstoff- 
gehalt und mit veranderlichen Salzmengen (Tabelle I bis VI), nachher in 
umgekehrten Verhaltnissen (Tabelle VII bis IX) bestimmt. 


Tabelle I. 
C,H;0H—KJ, 2 Mol, 24Stunden. 











Gewicht- Gewicht- 
C,H;OH KJ H,O ausschlag | C,H,OH KJ H,0 ausschlag 
auf lg auf lg 
cem cem eem Gelatine ecm ecm ecm Gelatine 
— 15 15 zertliebt 15 1 14 2,6455 
15 15 — m 15 0,5 14,5 2.4775 
15 10 5 . 15 _ 15 2.4240 
15 5 10 . 
Tabelle IT. 
(,H,OH—CO(NH,),, 2 Mol, 6 Stunden. 
| Gewicht- Gewicht- 
C,H;0H CO(NH»).|) H,0 ausschlag | C.H;O0H CO(NH»)p H20 — ausschlag 
auflg auf lg 
ecm cem cem Gelatine ecm ecm ecm Gelatine 
_ 15 15 1,799 15 1 14 1,341 
15 15 eae 1,611 15 0.5 14,5 1,262 
15 10 5 1,524 15 _ 15 1,391 
15 5 10 1,414 
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Quellung der Gele usw. 


Formalin-KCNS, 2 Mol, 6Stunden. 


Tabelle 





Formalin 


ecm 


— 
or ovat | 


KCNS H,0 
cem ecm 
15 15 
15 _ 
10 5 

5 10 


Formalin-CO(NHg)., 2 Mol, 6Stunden. 


ausschlag 


Gewicht- 
aufilg 

Gelatine 

zertliebt 
1.819 
1.795 
1,275 


Tabelle 





Formalin 


ecm 


ey 
tor 


~ 


~ 


cy. 


KCNS 
ecm 


1 


0.5 


ecm 


14 
14.5 
15 


Gewicht- 


ausschlag 


auf lg 
Gelatine 


1,119 
1,081 
1.081 





Gewichi- 





Gewicht- 




















Formalin CO (NH»)2 HO ausschlag Formalin | CO(NH,)2 Hy, ausschlag 
auflg auflg 
ecm ecm ecm Gelatine ecm com ecm Gelatine 
— 15 15 1.885 15 1 14 1,123 
15 15 — 1.793 15 0.5 14.5 1,030 
15 10 5 1.332 15 — 15 1.071 
15 5 10 1,258 
Tabelle V. 
C,;,H,OH—KJ, 2 Mol, 6 Stunden. 
Gewicht- Gewicht- 
C,H,;OH KJ H,O ausschlag | C,H,OH KJ HO ausschlag 
auf lg auf lg 
ecm ecm ecm Gelatine ecm ecm ecm Gelatine 
— 5 25 2,460 15 1 14 1.4463 
15 oS - 0,488 15 0.5 14,5 1,362 
15 10 5 zertlieBt 15 - 15 1,407 
15 5 10) 1.6350 
Tabelle VI. 
(,H,O H—CO(NH,),. 2 Mol, 6 Stunden. 
Gewicht- Gewicht- 
C,H;O0H CO(NHs). H,0 ausschlag CgH;OH COU Hoe H,0 ausschlag 
auflg auflg 
eem ecm cem Gelatine eem ecm ecm Gelatine 
— 15 15 zertliebt 15 5 10 1,571 
15 15 — * 15 1 14 1,471 
15 10 5 1,9096 15 05 14.5 1.369 
Tabelle VII. 
KCNS-Formalin, 2 Mol, 6Stunden. 
Gewicht- Gewicht- 
KCNS Formalin H.O ausschlag KCNS Formalin HO ausschlag 
auf lg auf lg 
ecm ecm ecm Gelatine ecm ecm eem Gelatine 
— 15 15 1,169 10 1 19 zertiielbt 
10 15 5 1,556 10 05 19,5 . 
10 10 10 1,766 10 - 20 
10 5 15-2287 
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Tabelle VIII. 


KJ-Formalin, 2 Mol, 6Stunden. 





Gewicht- Gewicht- 

KJ Formalin H.O ausschlag KJ Formalin H,0 | ausschlag 
auf lg auf lg 

ecm ecm ecm Gelatine ecm ecm ecm Gelatine 
-- 15 15 1,221 5 1 24 2,243 
5 15 10 1,424 5 0,5 24,5 2,598 
5 10 15 1,698 5 -- 25 2.475 

5 5 2n 2.087 





Tabelle LX. 
KJ-C,H,OH, 2 Mol, 6Stunden. 








Gewicht- Gewicht- 
KJ CeH,OH H,O ausschlag KJ Cg H;OH H,0 ausschlag 
auflg auf lg 
ecm | ecm ecm Gelatine ecm ecm ecm Gelatine 
5 15 10 1,375 5 1 24 2,235 
5 10 15 = 5 0,5 24,5 2,280 
5 5 20 2,157 5 = 25.9 2,301 


Wie aus den Tabellen I bis VI ersichtlich, ist die Wirkung der 
Komponenten gegebener Systeme auf die Quellung eine additive. Ein 
Minimum der Gelquellung sehen wir bei Gegenwart von Denaturatoren, 
ein Maximum wird durch solche Verbindungen, wie KC NS, K1, Harnstoff, 
herbeigefiihrt. Bei einem bestandigen Denaturatorgehalt und einer all- 
miahlichen Konzentrationserniedrigung der Salze oder des Harnstoffs 


sinkt auch allmahlich der Quellungsgrad, und umgekehrt — bei einer 
konstanten Salz- und sinkenden Denaturatorkonzentration — ist eine Zu- 


nahme der Gelquellung zu beobachten. 

Allerdings ist in einigen Fallen (Tabelle II, IV, V) der Quellungsgrad 
bei Gegenwart des Denaturators allein etwas héher als bei Gegenwart 
derselben Denaturatormenge im Gemisch mit einer Salzlésung von minimaler 
Konzentration, jedoch ist dieses nicht die allgemeine Regel. Eine Abnahme 
der Gélquellung in weingeistigem Medium (ohne Salzzusatz) fanden auch 
N. Moraczewski und E. Hamerski (I. ¢.). 


Es ist also, als ob die Komponenten des Mediums einander in ihrer 
Wirkung — ihrer Konzentration in der Lésung entsprechend — verdrangen. 


Aus den Tabellen I bis IV geht hervor, daB der Quellungsgrad bei 
Gegenwart von Formalin geringer ist als bei Gegenwart von Alkohol bei 
sonst gleichen Bedingungen; dies beweist, daf Formalin ein starkerer 
Denaturator als Alkohol ist. Ganz analog verhalten sich dieselben auch im 
Verhaltnis zur Koagulation. Formalin koaguliert EiweiBstoffe irreversibel, 
wihrend Alkohol bei kurzdauernder Einwirkung EiweiBk6rper reversibel 
koaguliert. Folglich beschrankt sich der ProzeB hier nur auf eine Entfernung 
des Solvatteilchens seines Stabilitatsfaktors, des Wasserhaéutchens; nur 
bei anhaltender Einwirkung von Alkohol wird die Koagulation infolge 
tieferer Wirkung irreversibel. 


In einer unserer friiheren Untersuchungen iiber den EinfluB des Asche- 
bestandes der Dispersionsphase auf die Viskositat des Kolloidsystems 
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zeigte der eine von uns!, daB im Verhalten des Kolloids stets noch die 
Wasserstoffionenkonzentration des Mediums in Betracht zu ziehen ist 
und, was besonders charakteristisch ist, daB die Anwesenheit von Salzen 
im System keine Verschiebung des Viskositaétsminimums  hervorruf?. 
Dieses Minimum wurde, wie auch im Falle mit gereinigter Gelatine (Chiari, 
l.c.) beim isoelektrischen Punkte erhalten. 


Bei diesem Punkte zeigen auch andere Eigenschaften des Kolloid- 
systems, wie z. B. die Oberflachenspannung ’, die Stabilitat, die Erscheinung 
der Kataphorese* usw. minimale Werte. Den Befunden Wo. Ostwalds * gemals 
liegt auch fiir die Gelquellung der minimale Wert beim isoelektrischen 
Punkte. 


Da die Denaturierungsstoffe tiefere Veranderungen des — die Kolloid- 
teilchen bildenden — Stoffes hervorrufen als solche, wie es gewéhnliche 
Salze zu tun vermégen, war es notwendig zu priifen, ob die Anwesenheit 
derselben in der Lésung sich im Quellungsgrad bei verschiedenen py- 
Werten abspiegeln wird. 

Zu diesem Zwecke wurden Medien, in denen die Denaturierungsstoffe 
und die die Quellung férdernden Stofe sich in konstanten Verhialtnissen. 
zueinander befanden, genommen. In diesen Medien lief8 man die Gelatine- 
plattchen 12 Stunden lang stehen. Das py wurde kolorimetrisch bestimmt. 
die Skala selbst elektrometrisch geeicht. Die Ergebnisse sind in Tabelle X 
wiedergegeben. 

Tabelle X. 


Formalin-KJ, 2 Mol, 12 Stunden. 








Gewicht- Gewicht- 
Formalin KJ ausschlag Formalin KJ ausschlag 
| Pu auflg PH auf lg 
ecm cem } Gelatine ecm ecm Gelatine 
15 1 2.8 3,257 15 1 4.4 1,421 
15 1 3.3 1,920 15 1 5S 1,520 
15 1 3.6 1,505 15 1 8,1 1,639 


Aus den Ergebnissen der Tabelle sehen wir, daB auch hier eine additive 
Wirkung der zugesetzten Stoffe zutage tritt und das Minimum der Gel- 
quellung sich im Gebiete, welches am isoelektrischen Punkte liegt, befindet. 
Folglich geht der DenaturierungsprozeB unter diesen Bedingungen nicht 
so weit, daB die allgemeine GesetzmaBigkeit des Solzustandes, den wir 
in sauren, neutralen und alkalischen Medien beobachten, verandert wird, 
obgleich sich die absolute GréBe der Quellung auch andert. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Wirkung von Denaturierungsstoffen und von hydrati- 
sierendenVerbindungen auf die Gelquellung untersucht. Gefunden wurde : 


1 N. Jermolenko, diese Zeitschr. 245, 182, 1932. 

2 Derselbe, Kolloidzeitschr. 48, 141, 1929. 

3 Wo. Pauli u. E. Valko, Elektrochem. d. Kolloide. Wien 1929. 
4 Wo. Ostwald, Pfliigers Arch. 111, 594, 1906. 
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1. Denaturierungsstoffe zeigen in der Mischung mit hydrati- 
sierenden Stoffen im Verhaltnis zur Gelquellung eine additive Wirkung. 

2. Denaturierungsstoff (Formalin, Phenol, Athyl- und Methyl- 
alkohol) setzen die Gelquellung herab, sowohl fiir sich als in Mischung 
mit hydratisierenden Verbindungen (KCNS.KI, Harnstoff); bei 
Gegenwart letzterer wird ihre Wirkung geschwicht. 

3. Der Kurvencharakter der Gelquellung in Abhangigkeit vom px 
wird unter diesen Bedingungen im Vergleich zur Quellung ohne Dena- 
turatorzusitze nicht gestoért. 

4. Die Denaturatoren bewirken in den meisten Fallen eine Ver- 
zogerung des ZerflieBens der Gelatine, das einige Salze (KCNS, KI) 
bei Zimmertemperatur hervorrufen. 
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Uber die Wechselwirkung zwischen Casein und Nicotin. 


Von 
I. S. Jaitschnikow. 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 18. Januar 1933.) 


EiweiBstoffe, als Ampholyte, kénnen mit Sauren wie auch mit 
Basen salzartige Verbindungen geben. Unter den natiirlichen orga- 
nischen Basen stellen die Alkaloide eine groBe und sehr verbreitete 
Gruppe dar: mit EiweiBstoffen, die sauren Charakter besitzen, miissen 
sie salzartige Verbindungen geben. Fiir die hier angefiihrten Versuche 
wurde als EiweiBstoff Casein, als Alkaloid Nicotin gewahlt. Casein 
wurde zu der etwa 2 volumprozentigen wasserigen Nicotinlésung bis zur 
neutralen Reaktion gegen Lackmus zugegeben. Mit einem Teil der 
dicken opaleszierenden Lésung wurden Farb- und Fillungsreaktionen 
ausgefiihrt: ein anderer Teil wurde auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedampft, der Riickstand getrocknet und pulverisiert. Das Pulver 
war gelblichweiB; die nicht pulverisierte Masse war gelblich, 
glinzend, hornartig und halbdurchsichtig. Die Masse und das Pulver 
waren in Wasser léslich. Die wasserige Lésung wurde auch mit Farb- 
und Fallungsreaktionen gepriift. Der dritte Teil der urspriinglichen 
Lésung wurde mit Alkohol gefallt und der Niederschlag mit Alkohol und 
Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber H,SO, getrocknet : 
der Niederschlag war in Wasser unléslich. Die beiden Lésungen (die 
urspriingliche und die des Pulvers) gaben einen Niederschiag bei der 
Fallung mit Pikrin-, Phosphorwolfram-, Essig- und Mineralsauren, 
Kupfersulfat (Triibung), Bleizucker und bei Sattigung mit (NH,),SO,: 
die Biuret-, Xanthoprotein- und Millonsche Probe fielen positiv aus. 

Abgesehen von diesen qualitativen Proben wurden auch quantitative 
Bestimmungen ausgefiihrt. Fiir diese Versuche wurden Nicotinlésungen 
verschiedener Konzentration (bis zu 1,6°,) bei Zimmertemperatur 
genommen. Zu 5 ccm der Lésung wurde Casein (verschiedene Mengen) 
zugesetzt und unter Umschiitteln gelést: der NicotiniiberschuB wurde 
mit H,SO, titriert. Indikator Methylrot. (Die Mehrzahl der Alkaloide 
werden nach Koltho/f' als einsaurige Basen titriert.) In einigen Versuchen 
wurde ein H,SO,-Cherschu8 genommen, der mit NaOH zuriicktitriert 


1 Diese Zeitschr. 162, 289, 1925. 
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382 I. S. Jaitschnikow: 


wurde. Im Blindversuch wurde das Nicotin allein mit H,SO, titriert. 
Die Versuche gestatten anniherungsweise die Frage, wieviel Nicotin 
I g Casein zu binden vermag, zu entscheiden. 

Die Resultate der Versuche sind in der Tabelle angefiihrt. 

















1 2 3 4 5 I 
“= — Cassinmenge Gubuntene Micetiomenge 
Serie such “Tee “me = 
Z in cem auf 1 g Casein berechet 
I. Titration mit 1 0,1790 0,9 0,092 
n/10 HgSO, (Nicotin- 2 0,1100 0,5 0,084 
konzentration 1,6 %) 3 0,1699 0,8 0,086 
4 0,1840 1,0 0,097 
5 0,1720 0,9 0,093 
( 0),1522 0,7 0,087 
7 0.0938 0,5 0,096 d 
8 0,1490 0,7 0,085 e | 
9 0.1730 08 | oos2! | hon, . 
10 0,2100 1,0 ao . 
11 0,1080 0.5 0,083 
12 0,1320 0,7 0,095 , 
13 0,0780 0,4 0,992 g 
14 0,1700 0,8 0,084 i 
15 0,0840 0,4 0,086 f 
16 0,0790 0,4 0,091 
17 0,1310 0.7 0.096 I 
II. Titration mit 18 0,0425 2,0 0,078 ( 
n/100 HgSO, (Nicotin- 19 0,0645 3,0 0,076 ( 
konzentration 0,4 %) 20 0,0555 2.4 0,071 0.075 C 
21 0,0570 2,4 0,070 Fs o'onat 
22 0,0440 2.0 007614 -"" ~ 
23 0,0275 1,2 0,071 
24 0,0455 2,1 0,086 
III. Titration mit 25 0.0240 1,2 0,096 
n/109 HySO,4 (Nicotin- 26 0,0136 0,6 0,085 
konzentration 0,16 %) 27 0,0390 1,5 0,076 
28 0,0140 0,5 0,071 
29 0,03849 1,4 0,088 
30 —-0,0292 12 0,087 |, 0082 
31 0,9230 1,0 o0n6i- ~~ 
32 0,0115 0,4 0,075 
33 0,0275 1,2 0,082 
34 0,0272 1,2 0,083 
35 0,0183 0,8 0,083 
IV. Titration mit 36 0.0265 1,3 0,090 
n/100 HpSO, und NaQH- = 37 0,0100 0,4 0,980 
Zuricktitrierung 38 0,9098 0,4 0,082 
(Nicotinkonzentration 39 0,0160 0,7 0,088 
0,16 %) 40 0,0125 0.6 0,096 0,085 
41 0,0115 0,5 0,087 ( + 0,0024 
42 0,0158 0,6 0,089 
43 0,0072 0,3 0,083 
44 0,0168 0,6 0,071 
45 0,0185 0,8 0,086 





Wechselwirkung zwischen Casein und Nicotin. 





2 7 : 


: aire Gebundene Nicotinmenge 
mae Ver- Caseinmenge —__ wk 
Serie such : . 
g ineem auf 1g Casein berechnet 


V. Titration mit 46 0,1055 0,5 0,085 
n/10 HySO, und NaOH- = 47 0,0755 0,4 0,095 
Zuriicktitrierung 48 0,0960 0,5 0,094 
(Nicotinkonzentration 49 0,0815 0,4 0,098 
16%) 50 0,0350 0,15 | 0,086 0,092 
51 0,0300 O15 | 0,093 ( +. 0.0014 

52 0,0610 03 | 0,089 
53 0,0600 0,3 0,090 
54 0,9370 0,2 0,097 
55 0.0678 0,35 0,094 





Aus diesen 55 Versuchen (fiinf Serien) ergibt sich, daB 1 g Casein 
durchschnittlich 0,085 cem Nicotin (etwa 0,5 cem n Lésung) zu binden 
vermag; beim spezifischen Gewicht d'°° = 1,011 sind es 0,086 g = etwa 
1/5009 Mol Nicotin (162 g Nicotin entsprechen 2000 g Casein). 

Cohn! nimmt, vom Tryptophangehalt des Caseins ausgehend, das 
Molekulargewicht des Caseins zu 12800 an. In unserem Versuch 
hat 1 Mol Nicotin etwa 2000 g Casein gebunden; wenn wir der Ein- 
fachheit wegen das Molekulargewicht des Caseins zu 12000 nehmen, so 
bindet 1 Mol Nicotin !/, Mol Casein. Cohn und Hendry? nehmen das 
Caseinaquivalent 2100 an, was einem Sechstel des Molekulargewichtes 
(12860, Cohn) entspricht; es ist nahe gleich der Menge Casein (2000), 
die 1 Mol Nicotin in unseren Versuchen zu binden vermag. 


1 Chem. Centralbl. 1925, I, 93. 
2 Ebenda 1923, II, 1491. 
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Thymusextrakt und Blutkalkspiegel. 


Bemerkungen zu der Arbeit: 
Fortgesetzte Untersuchungen iiher Thymocrescin '. 


Von 
H. G. Scholtz. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Halle a. d. Saale.) 
(Eingegangen am 21. Januar 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer vor kurzem erschienenen Arbeit hat Zenklusen' Unter- 
suchungen iiber den EinfluB des nach der Vorschrift von Asher? her- 
gestellten Thymuspriparates Thymocrescin, das nach verschiedenen 
Mitteilungen aus dem Asherschen Institut eine ausgesprochen wachs- 
tumssteigernde Wirkung hat, auf dem Blutkalkspiegel des Kaninchens 
mitgeteilt. Es sollte dabei u. a. untersucht werden, ob dieses Thymus- 
priparat dieselbe blutkalksenkende Wirkung hat, wie dies Nitschke* 
von seinen Thymusextrakten gefunden hatte. 

Zenklusen konnte dabei in zwei Kaninchenversuchen keine Einwirkung 
des Thymocrescins auf den Blutkalkspiegel feststellen. Er nahm daher an, 
daB der Nitschkesche kalksenkende Stoff unspezifisch ware und nichts mit 
dem Thymusextrakt. wie ihn das Thymocrescin darstellt, zu tun hat. 

Die Ergebnisse von Zenklusen stehen in Widerspruch zu eigenen* 
Befunden an der Ratte. 

Bei Untersuchung der Frage, ob sich der experimentelle Hyperpara- 
thyreoidismus der Ratte durch Thymusextrakte beeinflussen laBt. fand 
ich, daB das Thymuspraparat Thymocrescin, das mir von der chemischen 


A. Zenklusen, diese Zeitschr. 252, 309, 1932. 
Asher, Endokrinologie VII, 1931. 
Nitschke, Zeitschr. f. exper. Med. 65, 1928. 
Scholtz, Zeitschr. f. exper. Med. 85, 1932. 
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Fabrik Ciba, Berlin, freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde, den Blut- 
kalkspiegel deutlich senkt. Die blutkalksenkende Eigenschaft yon Thymus- 
extrakten ist auBer von Nitschke auch von Reiss, Winter und Halpern! 
bei Verwendung eines Extraktes eigener Herstellung beobachtet worden. 
Es schien danach in allen Thymuspraparaten ein kalksenkendes Prinzip 
mehr oder weniger enthalten zu sein. Ein Einflu®B auf den Gesamtcalcium- 
stoffwechsel wurde tibrigens auch von Asher selbst festgestellt, denn er beob- 
achtete, daB bei Ratten unter dem EinfluB von Thymocrescin die Gesamt- 
calciumausscheidung bei gleichbleibender Calciumaufnahme absank, dal 
es also zu einer Calciumretention kam. 


Zur Klarstellung habe ich nochmals den EinfluB des Thymo- 
crescins auf den Calciumspiegel des Blutes gepriift. Bei Kaninchen 
wurde dabei kein sicherer Effekt gefunden. Die Beurteilung wird aber 
durch den schwankenden Blutcalciumspiegel des Kaninchens — er- 
schwert. 

Auf die starken Schwankungen des Blutkalkspiegels beim Kaninchen 
ist erst kiirzlich wieder von Bourne-Campbell? hingewiesen worden. Zu 
Blutealciumuntersuchungen erscheint das Kaninchen als Versuchstier 
daher recht ungeeignet. 

Es wurden daher Versuche an Hunden, die einen sehr fixierten Calcium- 
spiegel haben, angestellt. 

Injiziert wurden gréBere Mengen des fertigen von der Gesellschaft 
fiir chemische Industrie hergestellten Praparates, das mir durch die chemische 
Fabrik Ciba, Berlin, iibermittelt wurde. Die Bestimmung des Calciums 
im Serum erfolgte nach Kramer-Tisdall. Es wurden stets Doppelbestim- 
mungen vorgenommen. 


Die erhaltenen Resultate gehen aus nachfolgenden drei Kurven 
hervor. Dabei ist zu bemerken, dafB die Kurven im Verlaufe von 
24 Stunden wieder fast zum Ausgangswert zuriickkehrten, was in 


den Abbildungen nicht dargestellt wurde. 
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Abb. 1. f : & Abb. 3. 


1 Reiss, Winter, Halpern, Endokrinologie V, 1930. 
2 Bourne u. Campbell, Biochem. J. 26, 1932. 
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3386 H. G. Scholtz: Thymusextrakt und Blutkalkspiegel. 


Es zeigt sich, daB beim Hunde ein zwar geringer, aber doch deut- 
licher Einflu8 des Thymocrescins auf den Blutkalkspiegel im Sinne 
einer voriibergehenden Senkung feststellbar ist. Trotz Verwendung 
gréBerer Mengen des Thymocrescins sind die Senkungen, wie gesagt, nur 
gering, der Blutkalkspiegel geht nur um 1 mg-% herunter. Hypo- 
kalzamische Werte wie bei den friiheren Rattenversuchen treten nicht 
auf. Die Reaktion eignet sich daher sicher nicht zur Eichung des 
Praparates. Wahrscheinlich hangt die Starke des Einflusses auf das 
Blutcalcium von der Herstellung des jeweiligen Thymuspraparates 
und wohl auch von der Art der verwendeten Tiere ab. Eine Einwirkung 
auf den Blutkalkspiegel ist aber doch wohl allen Thymuspraparaten 
eigen. DaB zwischen Thymus und Kalkstoffwechsel Beziehung besteht, 
ist nach alledem wohl anzunehmen. 
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Uber die Verteilung 
der Anionen und Kationen in quellender Gelatine. 


Von 
W. v. Moraezewski. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und physiologischen Chemie 
der Tierarztlichen Hochschule in Lwéw.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1933.) 


Bekanntlich verteilen sich die Anionen und die Kationen in der 
quellenden Gelatine verschieden, je nach der Reaktion des umgebenden 
Mediums, und zwar ist bei py zwischen 3 bis 6 der Anionengehalt der 
AuBenfliissigkeit niedriger als der der Gelatine, dagegen sind die 
Kationen sparlicher in der Gelatine, reichlicher in der AuBenfliissigkeit 
vertreten. Bei pu 8 bis 10, also in alkalischer Umgebung, ist der Anionen- 
gehalt der Gelatine niedriger als der der AuBenfliissigkeit, die Kationen 
sind dagegen sparlicher in der AuBenfliissigkeit vertreten als in der 
Gelatine!. 

Diese Erscheinung schien uns von Bedeutung zu sein bei der 
Beurteilung der Verteilung der Salze zwischen Blut und Gewebe einer- 
seits und zwischen Blut und Harn andererseits, und dieses veranlaBte 
die genauere Verfolgung obiger Gesetze bei der Quellung der Gelatine, 
mit welcher wir uns seit einiger Zeit in unserem Institut beschaftigen ®. 

Diese Verteilung der Ionen ist nun einerseits von der Reaktion 
des Mediums bedingt, andererseits von der Konzentration der Lésung 
und von dem Verhaitnis, welches zwischen der Gelatine und dem Salz 
besteht. Da die Gelatine der maBgebende Faktor ist, so miiBten die 
erwahnten Gesetze sich um so deutlicher gestalten, je mehr die Gelatine 
gegeniiber der Salzmenge ins Gewicht fallt. 

Dementsprechend wurden die Versuche in zwei Richtungen ent- 
wickelt: erstens wurden die Konzentrationen der Salze verschieden 
gestaltet, dann wurde die Menge der Gelatine bei derselben Salz- 
konzentration verschieden gewahlt, so daB die Menge dreifach ver- 
groBert wurde. Selbstverstandlich wurde die Wasserstoffionenkonzen- 
tration aufs genaueste bestimmt, und zwar bei Beginn und beim SchluB 
der Versuche. Bekanntlich hat die Gelatine die Tendenz, die Reaktion 

1 BE. J. Bigwood, C.r. d.1. 8. b. 96, 131—136, 199; 102, 324. 

* Diese Zeitschr. 208, 299 u. 221, 331, 1929. 
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in beiden Richtungen abzustumpfen, sowohl in der sauren Richtung 
bei alkalischer Reaktion wie in der alkalischen Richtung bei saurer 
Reaktion. Der Zusatz von Puffern (meistens wurde eine Acetatlésung 
benutzt) vermag nicht immer die Reaktion unverandert zu halten, es 
wurden also Versuche sowohl in gepufferten wie in nichtgepufferten 
Lésungen ausgefiihrt. 

Es wurden solche Salzlésungen zu den Versuchen verwendet, bei 
welchen sowohl das Anion wie das Kation leicht zu bestimmen war, namlich 
CaCl, CaJ, und Ca(SNC),. 

Die Bestimmung wurde so ausgefiihrt, daB die Gelatine auf dem Wasser- 
bad bei etwa 40°C verfliissigt und jedesmal Ilecem zur Bestimmung 
genommen wurde. 

Um den Fehler, den Adhasion der Gelatine am Glas verursachen 
kénnte, auszuschlieBen, wurde die Pipette mit heiBem Wasser jedesmal 
nachgespiilt, so daB immer dieselbe Menge zur Bestimmung kam. Das 
Chlor wurde mit Silbernitrat unter Benutzung von Chromat als Indi- 
kator bestimmt. Dieselbe Methode wurde fiir die Jodid- und Rhodanat- 
bestimmung benutzt. Bekanntlich verlangt diese Methode eine neutrale 
Reaktion, aber in diesen Grenzen welche hier in Frage kommen und bei 
der Verdiinnung, welche durch das Nachspiilen der Pipette geschah, diirfte 
der Fehler ausgeschlossen werden, der durch die py-Differenzen entstehen 
kénnte. 

Die von uns benutzte Gelatine war nicht aschefrei: sie enthielt 
Chloride, Sulfate und Kalksalze, die Mengen waren aber so unbedeutend, 
daB sie unsere Bestimmung nicht stérten. Wichtiger war der Einflu8 der 
Gelatine auf die Silberlésung, und wir haben konstatieren kénnen, daB 
die wasserige Gelatinelésung um ein geringes, 0,01 cem, mehr Silbernitrat 
verbrauchte. 

Wir fanden keinen Unterschied zwischen der direkten Ca-Be- 
stimmung in der Gelatinelésung und der nach der Veraschung aus- 
gefiihrten, so daB wir uns berechtigt fiihlten, die Kalkbestimmung 
stets direkt durch Ausfallen mit Ammonoxalat in alkalischer Lésung 
und durch Titrieren mit Permanganat auszufiihren. 

Die Zeit, bei welcher die Quellung stattfindet, wurde auf 48 bis 
72 Stunden festgesetzt. Das Gewicht der gequollenen Gelatine nimmt 
zwar bei weiterem Verweilen zu, aber diese Gewichtszunahme hat auf 
die Verteilung keinen Einflu8 mehr, wie uns diesbeziigliche Versuche 
gezeigt haben. Viel bedeutender scheint uns der EinfluB der zu- 
nehmenden Lésung der Gelatine zu sein, und dadurch sind wohl 
die nicht immer eindeutigen Ergebnisse verursacht. Besonders die 
bei héheren Temperaturen ausgefiihrten Versuche und die, welche 
in Rhodansalzlésungen gemacht wurden, haben immer damit zu 
rechnen, daB sich der Unterschied zwischen Lésung und Gelatine 
immer mehr verwischt. 

Es wurde, wie in unseren friiheren Versuchen, | g bei 45° C getrockneter 
Gelatine oder 3g mit 50cem der betreffenden Lésung von Kalksalzen 
iibergossen und 24 bis 72 Stunden bei 0 oder 12 bis 14° C oder bei 19° C im 
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Eisschrank oder Thermostaten gehalten. Darauf wurde die feste Gelatine, 
welche durch Quellung meistens das 10- bis 14fache Gewicht angenommen 
hatte, mittels eines Porzellanfilters abgeschieden, alle Fliissigkeit durch 
Abtropfen entfernt, die gequollene Gelatine mit Filtrierpapier vorsichtig 
getrocknet und bej 40° C verfliissigt. In dieser Fliissigkeit wurde das Anion 
und das Kation auf dieselbe Weise wie in der AuBenfliissigkeit bestimmt. 
Vor der Verfliissigung wurde die gequollene Gelatine bis auf die zweite 
Dezimale genau gewogen. Die abgeschiedene Fliissigkeit wurde moglichst 
genau gemessen. 

Wir wollen die Ergebnisse der Analysen nur teilweise wiedergeben. 
Es wurden von jeder Salzlésung n und n/10 Lésungen verwendet. 
Mit jeder Lésung wurden Versuche bei niedriger und héherer ‘Tempe- 
ratur ausgefiihrt. In jeder Serie von Quellungen wurde die Gelatine 
in verschiedenen Mengen, 1 oder 3g, zur Quellung gebracht, um 
den Einflu8 der indiffusiblen Molekiile zu variieren. Endlich wurde 
in jeder Quellungsserie das py variiert, und zwar wurden meistens die 
pu zwischen 3 bis 4 und andererseits zwischen 7 bis 9 gewahlt. Das 
Ansauern geschah mittels der entsprechenden Saure, bei CaCl, mittels 
HCl, bei CaJ, mittels HJ, bei Ca(C SN), mittels HCl. Das Alkalisieren 
wurde durch Zusatz von Ca(OH), erreicht. 


Tabelle I. 


Caleiumehlorid, CaCl,. 





Tempe- Gewicht Konzen- 
Pu ratur der Cl (a) Ca (a) Cl (i) Ca (i) tration 
oc Gelatine oer 


1g Gelatine. 


44 0 | 11,08 8.3 40,1 8.6 36.6 n 
83 42.1 8.6 40,2 

19 | 21.45 8.3 41,2 8,6 36.1 n 

4,2 0 10,8 08 —09 4,5 —5,6 0,95—1,1 3,7—3,8 n/10 
19 2046 085—0,9 4,1 —54 1,0 3,8 

38 ¢ Gelatine. 

4,3 0 16,19 2.2 4,8 2,6 3,6 n/10 
19 34,32 1,8 5,0 2,1 4,3 

8,3 0 11,84 8.3 41.8 8.4 40,2 n 
19 29,43 8,3 40,0 8.3 41,0 

8,6 0 13,89 7,5 —7,4 41,0 7.6 40,5 n 
19 28,43 7,6 41,0 7,6 40,1 

8,2 0 987 0.7 —09 13.3—116 09 —1,0 16,0—16,6 
19 21,07 0,75—0,7 13.8—14.0 0.9 —1,0 138,9—14,3 nid 


8¢ Gelatine. 

78 0 28,93 4,0 | 37,6—39,7 4,1 —4,15 43,0 
19 57,69 3,9 —4,15 38,5—39,7 3.9 —4,1 39 

Die hier angefiihrten Zahlen ergeben die friiher genannte Regel, 

nach der saure Umgebung zu einem Uberwiegen der Kationengruppe 
in der Gelatine fiihrt, wodurch das Cl an die Gelatine gebunden wird 
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und in der AuBenflissigkeit in geringerer Menge vertreten ist: Cl (i) 8,6, 
0,95 gegeniiber Cl (a) 8,5, 0,80. 

In alkalischer Umgebung ist in der Gelatine die saure Gruppe 
wirksam, wodurch das Kation Ca an die Gelatine gebunden wird und 
in der AuBenfliissigkeit sparlicher vertreten ist: Ca (i) 41,0, 16,0 gegen- 
iiber Ca (a) 40,0, 13,3. 

Das Gegenteil gilt natirlich fiir das Kation: in saurer Lésung 
wird das Ca in der AuBenfliissigkeit reichlicher vertreten sein als in 
der Gelatine: bei pu 4,2 Ca (i) 36,6, 3,8; Ca (a) 41,2, 5,4. 

Bei pu 8,6 sollte das Anion Cl in der AuBenfliissigkeit angehauft 
werden: Cl (i) 8,4, 1,1, 7,6, 4,1: Cl (a) 8,3, 0,95, 7,6, 4,0. Trotzdem finden 
wir hier abermals die Verteilung, welche bereits in saurer Lésung ge- 
funden wurde, namlich eine Bindung der Chlorionen an die Gelatine. 
Der Unterschied gegeniiber dem Verhalten bei alkalischer Lésung 
dokumentiert sich nur dadurch, daB hier der Unterschied des Chlor- 
gehaltes sehr gering wird, ja zuweilen ganz verschwindet, ein Uber- 
wiegen in der AuBenfliissigkeit, wie Bigwood (l. c.) angibt: pu 3,0 
Cl (e) 7,97, Cl (i) 11,5; pu 6,3 Cl(e) 9,0, Cl (i) 7,43, haben wir nicht 
finden kénnen. Allerdings ist, wie wir oben erwahnten, die Analyse 
auf Chloride nicht einwandfrei, da die Gelatine etwas AgNO, bindet. 
Nach unserer Bestimmung betragt aber diese Menge kaum 0,01 ccm 
der von uns benutzten Silberlésung. 

Auch Bigwood (1. c.) findet einen geringeren Unterschied zwischen dem 
Gehalt an Chlor der Gelatine in saurer Lésung und dem der Gelatine in 
alkalischer Lésung, wo der Unterschied kaum 1,1 g betragt, wahrend der 
Unterschied in saurer Lésung py 3 bis 4g ausmacht. Fiir Calcium ist der 
Unterschied unter diesen Umstanden ziemlich gleich: bei pq 3 Ca (a) 13,6, 
Ca (i) 7,7; bei py 6,3 Ca (a) 8,0, Ca (i) 13,3. 

Dieser Umstand zwingt uns daran zu denken, da doch ein Unterschied 
im Verhalten des Chlorions vorliegt. Es kénnte entweder die kathodische 
Gruppe in der Gelatine weniger stark wirken, geringer vertreten sein, 
weniger dissoziiert und so weniger bindend, oder das Chlorion miiBte durch 
nachherige Diffusion auf mechanischem Wege in die Gelatine gelangen. 

Die Donnansche Regel, nach welcher die Menge der Gelatine den 
Unterschied in der Verteilung steigern mu8, war in unseren Versuchen 
deutlich zu sehen, indem sowohl bei Verdiinnung der Salzlésung, wie 
bei Anwendung gréBerer Gelatinemenge die Unterschiede gréBer 
wurden. Das oben Gesagte gilt aber nur fiir Ca-Ionen, wo der Unter- 
schied in verdiinnter Lésung bei pu 4,4 etwa 1 g betragt, bei pu 8,2 
sogar 3 g ist; dagegen ist der Unterschied zwischen Innen und AuBen 
fiir Chlorionen auch bei Verdiinnung oder bei dreifachen Gelatine- 
mengen geringer und nimmt in unseren Versuchen mit der Verdiinnung 
ab; so ist 8,3: 8,6 gleich 0,96, 0,85: 0,95 gleich 0,89, bei 3 g Gelatine 
1,8: 2,1 gleich 0,86. 
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(i) 8,6, Aus alledem ist zu schlieBen, daB fiir die Anionen die Regel eine 
Beschrankung zu brauchen scheint, denn bei dem Kation Ca ergibt 
sich unter denselben Umstanden ein anderes Verhaltnis: 36,60: 40,1 








ruppe 
rd und gleich 0,9, dagegen 3,8: 5,6 gleich 0,7 oder 11,6: 16,6 gleich 0,7. Hier 
gegen- ubt also die Verdiinnung einen deutlicheren EinfluB auf die Verteilung 
der Ionen aus. 
sung Noch eins verdient betont zu werden. Die Temperatur, die einen 
se in machtigen EinfluB auf die Quellung ausiibt und die das Gewicht der Gelatine 
; bei einem Unterschied von 19° auf das Doppelte steigert, bleibt fiir die 
Verteilung der Ionen ohne Belang. Wir sehen aus der Tabelle. da®B der 
ehauft Gehalt an Chlor oder an Ca genau derselbe bleibt, ob die Gelatine bei 0° 
finden oder aber bei 19° zur Quellung gebracht wurde. 
ng ge- Die Rhodanatlésung wurde meistens als eine ungefahr n/10 Lésung 
latine. angewandt, die durch Auflésen von 21,02 g Salz in 1000 com Wasser 
Asung hergestellt wurde. Mittels einer konzentrierten Ca(OH),-Lésung 
Chlor- wurde sie auf py 7,8 und mittels HCl auf 3,3 gebracht. 
Uber- 
vu 3.0 Tabelle II. 
nicht Rhodancalcium, Ca(CSN),. 
nalyse Tempe- Gewicht ae 
indet. PH eae ma CSN (a) Ca (a) CSN (i) Ca (i) sr oa 
1 cem 
3,3 0 7.98 (3,75—41 41,5—46,1 4,7 —4,8 36,0—39,6 n10 
n dem 4,5 19 17,38 | 3,82—3,9 38,2—403 4,1 37,0—37,2 
ine in 4,2 0 10,05 (5,7 —6,2 58,7—56.7 6,6 —7,0 558—578 0,2n 
id der 4,2 19 20.34 59 —61 53,3—54.5 5,7 —56 54,0—57,0 
st der 
) 13,6, 3g Gelatine. 
f 4.6 0 | 23,76 (3,5 —3,6 34,3—35,7 3,7 —38 28.5—304 n/10 
schied 19 | zertl, '6,1 —6,.7 60,8—62,5 6,7 —6.8 | 57,5—59.1 
lische 45 O | 36,26 435-45 398—414 4,5 —46 | 36,7 37,3  n/10 
sein, 19 | 54,08 42 —4,6 391—39,2 4,6 —4,7 | 38,1—38,8 
durch 5,2 0 27.46 '3,6 —3.7 39.9—40,1 4,1 44,2—43,5 
ingen. 19 57,69 3,6 37,6—3Y9,1 3,8 39,8—4),1 
» den 6,2 0 32,05 | 2,71—2.58 | 28,0—29,8 2,7 —2,86 | 29.0—29,8 
19 | 4543 1,80—1,35 14,3—17,0 1,3 —14 14,0 
ichen ' 
, wie 1g Gelatine. 
réBer 5,3 0 8,42 3,65--3,85 39,0—39,7 445—4,30 46,0—47,2 
19 14,66 3,55—3,60 36,7—37.8 2,8 —3,6 35,7—38,4 
neg 46 0 794 61 —65 624—66.0 7,1 —7,2 55,1—57,4 
Hq 8,2 19 10,72 59 —6.1 59.4—59,6 6,3 55,0 —55.6 
uBen | 7,2 0 952 3,4 —3,72 37.0—381 4.0 —4,5 40,8—41,5 
tine- 19 21,13 32 —3.3 | 34,8—35.3 345—3,5 386,5—37,2 
‘ ; 7.8 0 12,49 2.5 25.0—25.5 2,55—2.65 27.5 n/10 
—- | 19 98,12 1,15—1,13 | 12,0—13,0 117—1,3 12,5—13,5 
atine | 6,7 0 10,82 26 —2,7 |274—28,5 2.9 —3.0 304—30,7  n/10 
26,20 2.5 26,3—26,7 2,6 —2.7 26,4—27,1 
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Diese Zusammenstellung ergibt im groBen und ganzen dieselben 
Resultate, die wir bei der Quellung in Calciumchloridlésung gefunden 
haben. Es sei hervorgehoben, daB die hier angefiihrten Zahlen nicht 
etwa die Streuung zwischen einzelnen Versuchen, die das gleiche 
Experiment betreffen, bedeuten, sondern die hier angefiihrten Zahlen 
sind die Extreme, die bei verschiedenen Proben und unter verschiedenen 
Umstanden gewonnen wurden. 

Die Streuung der einzelnen Versuche ist auBerordentlich gering 
und macht kaum 0,1°,, aus. 

Wir sehen bei Rhodan dieselbe Abweichung, wie sie bei den Chloriden 
notiert wurde, daB namlich das Anion in den seltensten Fallen dem 
Gesetz folgt, welches eine Herabsetzung des Anions bei alkalischer 
Lésung in der Gelatine verlangt. Wohl ist die Gelatine an Anionen 
reicher, wenn die umgebende Fliissigkeit sauer reagiert, pu 3 bis 5, 
aber bei alkalischer Reaktion px 7 ist die Gelatine nicht anionenarmer, 
wie man erwarten sollte, sondern fast gleich reich wie die umgebende 
Fliissigkeit, zuweilen reicher. 

Wir haben bereits auf die Fehlerquelle hingewiesen, die in der Bindung 
des Silbernitrats durch die Gelatine liegen kénnte und sie als unbeachtlich 
abgelehnt. Man mu8 also feststellen, daB bei py 7 der Rhodangehalt der 
AuBenfliissigkeit und der Gelatine praktisch gleich wird, wihrend er bei 
Pu 4 bis 3 stets der Theorie gemaB héher liegt. 

Viel deutlicher sieht man die Verteilung der Kationen. So ist bei 
pu 3 bis 4 die AuBenfliissigkeit Ca-reicher als die Gelatine, bei py 7 
dagegen armer an Ca-Ionen als die Gelatine. Die Gelatine bindet also 
bei alkalischer Reaktion die Ca-Ionen, bei saurer Reaktion die CSN- 
Tonen. 

Die Verteilung ist von der Temperatur unabhingig. Sowohl bei 0 wie 
bei 19°C ist der Prozentgehalt an Anionen wie an Kationen derselbe, die 
Verteilung die gleiche, trotzdem, daB bei 19° das Gewicht der Gelatine 
doppelt so groB wird. 

Das Verhiltnis zwischen der duBeren und der inneren Bindung ist 
sowohl bei verdiinnter Lésung wie bei konzentrierter ziemlich dasselbe, 
naimlich 0,85 bis 0,8. Auch iibt die Menge der Gelatine bei Anionen einen 
geringen, wenn iiberhaupt sichtbaren, Einflu8 im Sinne der Donnan- 
schen Theorie aus. Bei 3 g Gelatine wird es 0,9. 

Das Ca-Ion folgt dem genannten Gesetz auf ahnliche Weise, namlich 
bei 1g Gelatine ist das Verhaltnis des Ca-Gehaltes etwa 0,8 bei 3g 
Gelatine, also durchaus nicht gréBer wie es sein sollte, sondern wie bei 
CSN-Ion 0,9. 

Auch ist die Verteilung bei px 7 nicht deutlich gréBer. Auch hier 
sind die Unterschiede gering, Ca (a) zu Ca (i) gleich 0,9, also fast immer 
dasselbe, ob mehr oder weniger Gelatine, ob sauer oder alkalisch. Dieser 





elben 
nden 
nicht 
eiche 
thlen 
enen 


Pring 


‘iden 
dem 
cher 
nen 
is 5, 
mer, 
‘nde 


lung 
lich 
der 
bei 


bei 
“s 
ilso 


N- 


wie 
die 
ine 


ist 
be, 
en 
n- 


ch 
ag 


2€1 


ier 
er 
er 








Verteilung von Anionen und Kationen in quellender Gelatine. 393 


Umstand scheint darauf zu deuten, daB die Rhodanate doch mehr 
diffusibel, mehr beweglich zu sein scheinen und die Verteilung rascher 
verlauft. 

Auf genau die gleiche Weise wurde das Calciumjodid gepriift. 
Wir verwendeten eine n/10 Lésung und brachten durch HJ-Zusatz 
das px auf 2,4 bis 3,8. Zuweilen wurde Acetat als Puffer zugesetzt. 
In den weiteren Versuchen machten wir durch Kalkwasser die Reaktion 
alkalisch, pq 7,8 his 8,2. Ebenso verfuhren wir mit starkeren Lésungen, 
0,3 n. 

Wir geben die Durchschnittswerte der typischen Versuche wieder. 

Auch bei Jodcalcium sehen wir die typische Verteilung der Ionen, 
indem bei pu 3 bis 4 das Calcium in der AuBenfliissigkeit reichlicher 
vertreten ist, bei px 7 bis 8 dagegen in der Gelatine zuriickbleibt. 

Wie die anderen Anionen folgt das Jod nicht so genau der Regel, 
indem auch hier die Gelatine stets etwas mehr Jod enthalt. Allerdings 
ist auch hier die Differenz zugunsten der Gelatine bedeutend gréBer 
bei saurer als bei alkalischer Reaktion, wo der Jodgehalt der Geiatine 
und der AuSenfliissigkeit beinahe gleich wird. Es scheint also die 
Tendenz, aus der Gelatine in die AuBenfliissigkeit zu wandern, sicher 
angedeutet. 

Da wir dieses bei allen von uns untersuchten Salzen eindeutig 
konstatiert haben, so kénnen wir das von Bigwood aufgestellte Gesetz 
bestatigen und damit feststellen, daB bei saurer Reaktion die Anionen 
in die Gelatine wandern, die Kationen dagegen die Gelatine verlassen, und 
bei alkalischer Reaktion die Anionen die Gelatine verlassen, die Kationen 
dagegen in die Gelatine dringen. 

Das Verhdltnis der Anionen der AuBenfliissigkeit zu denen der 
Gelatine war in unseren Versuchen um so gréBer, je verdiinnter die 
Salzlésung oder, was etwa dasselbe bedeutet, je héher der Gelatine- 
gehalt. Dieses bestatigt somit das Donnansche Gesetz x/c” gleich c’’/c’, 
welches besagt, daB je kleiner der Salzgehalt c’’, um so gréBer die 
Differenz der Verteilung. Im allgemeinen diirfen wir aber nach unseren 
Versuchen sagen, daB bei Calciumionen dieser Unterschied deutlicher 
wird und das Verhaltnis des Gehaltes von AuBen und Innen, z. B. bei 
groBer Verdiinnung, 0,7 wird, wahrend es bei maBiger Verdiinnung 
zwischen 0,8 und 0,9 zu liegen pflegt. Bei simtlichen Anionen dagegen 
ist das Verhiltnis zwischen AuBen und Innen etwa 0,9. 

Auch ist, soweit unsere Versuche zeigen, dieses Verhaltnis in der 
alkalischen Lésung weniger deutlich, denn es erreicht fiir die Kationen 
kaum 0,9. Recht oft, besonders bei gréBerer Salzkonzentration, wird 
es 1,0, also wird iiberhaupt kein Unterschied in dem Gehalt zu finden 
sein. Dieses gilt besonders fiir Anionen, was mehrmals oben betont 
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Wir konnten in unseren Versuchen oft konstatieren, dali der Zusatz 
von Natriumacetat, welches als Puffer benutzt wurde, diesen Unterschied 
zwischen Innen und AuBen noch mehr verwischte, so dab, wie im Versuch 4 
der dritten Versuchsreihe, entgegen der Regel, das Verhaltnis umgekelhrt 


wurde. 
Vielleicht ist diese Erscheinung mit dem Gehalt an Na-Ionen in Zu- 


sammenhang zu bringen, denn es scheint weniger die Anionen als die 
Kationen zu betreffen. 

Bekanntlich werden die Blutkérperchen chlorreicher, wenn man 
eine Suspension davon in einer Salzlésung mit Kohlensaure behandelt. 
Es lag nahe, zu untersuchen, ob sich die Gelatine den Blutkérperchen 
ahnlich verhalten wiirde, wenn man durch die Salzlésung, in welcher die 
Gelatine quillt, CO, durchleiten wiirde. Die quellende Gelatine ist 
mit einer Zelle vergleichbar, und das Donnansche Gesetz diirfte auch 
hier gelten. Wir erwarteten, daB die Gelatine reicher an Chlorionen 
wird, wenn wir sie unter Durchleitung von Kohlensaure quellen lassen, 
im Vergleich mit einer, die unter denselben auBeren Bedingungen 
Temperatur und Konzentration in derselben Lésung zur Quellung 
kommt. 

Bei diesen Versuchen mute damit gerechnet werden, was uns die 
hier angefiihrten Erfahrungen lehrten, namlich, daB die Verteilung der 
Ionen von dem px abhangig ist. Wir sahen, daB im allgemeinen in 
einer sauren Lésung die Gelatine Chlor aufnimmt, in einer alkalischen 
dagegen eher chlorarmer wird. Es muBte also stehts die Reaktion der 
beiden Lésungen gleich bleiben. 

Wenn man durch eine neutrale Salzlésung CO, durchleitet, so nimmt 
die Lésung — soweit unsere Erfahrung reicht —— eine Reaktion von pg 5,2 
bis 5,3 an. In soleher Lésung durfte die Gelatine mehr Cl enthalten als 


Tabelle IV. 
NaCl, KCl, NH,Cl mit Kohlensaure, CO, (H. Jankowski u. R. Sliwinske). 





Gewicht 


Tempe- '. . 
Pa vor py nach rater ae Cl (a) Cl (i) —— 
oc g 

NaCl mit CO, 3,0 3,1 11 11,34 5,28 | 5,79 
ae 3,0 3,2 11 10,99 | 5.32 5,67 
NaCl mit CO, 4.0 41 11 12,32 | 5,26 546 Na€,O,Hy, 
| ae 4.0 4,0 11 12.76 | 5,26 5,37 
NaCl mitCO, 4.6 4.6 11 1268 | 450 458 NaC, O,H, 
Si ares 4,6 4.6 11 12,19 | 4,59 4,58 
NaCl mit CO, 6,4 5,2 11,5 15,29 | 518 5,38 
ae 6.4 6,4 11,5 14.47 | 5.20 5,15 
NaCl mit CO, 6,8 5,4 9 11,19 | 5,0 5.1 
ME soo %.‘t 6,9 6.9 9 11,91 | 5,0 4,9 
NaCl mit CO, 7,8 8,0 11 14.41 | 52 51 


me. a ot Oe 8.2 11 1363 46 43 
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die umgebende Fliissigkeit. Wenn man also iiber das Anreichern der Gelatine 
durch CO, sprechen will, muB der Unterschied zwischen AuBen und Innen 
bei CO, gréfer werden als ohne CQ,. 

Dieses war auch wirklich der Fall, wie man aus der Tabelle IV sieht. 
Wir haben auch hier bei verschiedenen py mit und ohne Pufferung ge- 
arbeitet. 

Aus dieser Zusammenstellung ersieht man ohne weiteres, dai 
eine Verdringung der Chlorionen durch die Kohlensaure stattfindet, 
wenn auch die Unterschiede sehr gering ausfallen. Man darf aber 
nicht vergessen, daB das Chlorion auch in den friiheren Versuchen 
wenig deutliche Ergebnisse lieferte. Es darf wohl bemerkt werden, 
daB auch in diesen Versuchen die Verteilung der Chlorionen wie in 
den friiheren geschah, indem bei saurer Reaktion das Chlorion in 
der Gelatine vorwiegt, waihrend bei alkalischer die AuBenfliissigkeit 
an Chlor reicher wird. Jedenfalls ist bei CO,-Behandlung unter den 
gleichen Umstanden durch die CO, der Cl-Gehalt der Gelatine vermehrt. 

Das gleiche gilt fiir das Kaliumchlorid, fiir das nur einige Bei- 
spiele angefiihrt sein mégen: 





. Gewicbt 
Tempe- der 
Pa Vor Px nach ratur Gelatine ©! (a) Cl (i) 
oC g 

Ohne CO, . 6,3 6,0 15 15,9 0,11 0,2 
Mit CO, 6,3 5,2 161 010 0,22 
Ohne CO, . 5,8 6,2 18 18,4 5,38 5,22 
Mit CO, 5,8 5,2 17,9 5,38 5,32 
Gepuffert ohne C Oy 5,3 53 18 19,0 5,18 5,27 
» mit CO,. 5,2 5.2 188 | 513 5,35 


Die Kohlensaéure veranlaBt ein Eindringen des Chlorions in die Gelatine, 
aber wir miissen bei Beurteilung der Ergebnisse stets mit dem Faktor 
rechnen, daB die mit CO, behandelte Salzlésung saurer als die CO,-freie 
ist, und somit kénnte der geringe Unterschied auf die pq-Steigerung suriick- 
gefiihrt werden. 

Die von uns ausgefiihrten Bestimmungen von K-Ionen (nach 
Kramer) und die NH,-Bestimmung mittels Destillation in 10°,iger 
Sodalésung gaben keine eindeutigen Resultate. Es mag dieses an 
der leichten Diffusion der K- und N H,-Ionen liegen. 

Wir konnten nur bei der Gelegenheit dasselbe konstatieren, was 
so oft bei den friiheren Analysen aufgefallen war, naimlich, daB das 
Chlorion bei alkalischer Reaktion fast gleichmaBig zwischen AuBen- 
fliissigkeit und Gelatine verteilt ist, waihrend bei saurer Lésung die 
Gelatine bedeutend chlorreicher wird. 


In einigen Versuchen haben wir neben den Anionen, d. h. den Chlor- 
ionen, auch die Kationen, namlich NH, und K bestimmt. Die Ammoniak- 
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menge wurde sowohl durch Destillation mit 10°,iger Sodalésung, wie 
mit Nesslers Reagens kolorimetrisch bestimmt, das Kalium mittels der 
Methode von Tisdall und Kramer durch Fallung mit Kobaltnitrit und 
Titrieren mit Permanganat. 

Die Resultate waren nicht so iibersichtlich wie die bei Kalksalzen 
gewonnenen. So fanden wir fiir das NH,-lon bei saurer Lésung bald 
niedrigere Werte in der Gelatine, was der Regel entspricht, bald aber 
auch héhere. Ebenso wurden in alkalischer Lésung die N H,-Ionen in 
der Gelatine eher niedriger gefunden, was dem Gesetz widersprechen 
wiirde. 

An K-Ionen war die Gelatine bei saurer Lésung reicher als die AuBen- 
fliissigkeit, was der Regel widerspricht, in alkalischer dagegen, ebenfalls 
gegen die Regel, armer an K-lonen als die AuBenfliissigkeit. Dieses 
geradezu entgegengesetzte Verhalten, wenn es sich weiter bestitigen 
sollte, miiBte wohl eine Erklirung in der Diffusibilitat finden. 

Wir beabsichtigen, in dieser Richtung weitere Versuche anzustellen. 


Zusammenfassung. 

Die an Calciumsalzen angestellten Versuche ergaben eine Bestati- 
gung der Regel, nach welcher die in Salzlésung quellende Gelatine an 
Anionen reicher wird, bei px unterhalb des isoelektrischen Punktes, an 
Kationen dagegen airmer. Oberhalb des isoelektrischen Punktes, also in 
alkalischer Lésung, wird die Gelatine an Kationen reicher, dagegen ist 
fiir Anionen die Differenz geringer und undeutlich. 

Fir alle von uns gepriiften Anionen (Cl, J, CSN) gilt dasselbe. 

Fiir Kationen wie K und NH, war, soweit unsere Versuche reichen, 
die Regel ebenso undeutlich, ja zuweilen widersprechend, wie fiir die 
obengenannten Anionen. 
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Prinzipien nicht erklarbar scheinen, gehért die Resorption der ein- 
fachen Kohlenhydrate. 


Die grundlegenden Beobachtungen sind folgende: Nagano! untersuchte 
1902 die Resorption verschiedener Monosen an Hunden mit Vellafisteln, 
Cori? bestatigte und erweiterte seine Befunde 1925 an nicht operierten 
Ratten mit der von ihm angegebenen Methodik. Das Ergebnis der Unter- 
suchungen war, daB die einzelnen Monosen verschieden schnell resorbiert 
werden und daB sie sich beziiglich ihrer Resorbierbarkeit in folgende Reihe 
ordnen: Galaktose wird am schnellsten resorbiert, dann folgen Glucose, 
Fructose, Mannose, Xylose, Arabinose, nach Cort im Verhaltnis 110: 100 
:43:19:15:9. Nach den bisherigen Erfahrungen itiber Zellpermeabilitat 
wirde man statt dessen von den lipoidunléslichen wasserléslichen Monosen 
erwarten, daB sie entsprechend ihrer Molekiilgr6Be resorbiert werden, also 
die stereoisomeren Hexosen unter sich gleich schnell, die stereoisomeren 
Pentosen unter sich gleich schnell und die Pentosen, als die kleiner mole- 
kularen, schneller als die Hexosen. Statt in zwei solche Gruppen ordnen 
sich aber die Zucker nach ihren Resorbierbarkeiten in eine Reihe, in der 
die Hexosen trotz ihres gréBeren Molekiils oben, die Pentosen unten stehen. 
Magee und Mitarbeiter*, die die Nagano- und Corischen Angaben beziiglich 
der Resorption von Glucose und Xylose am isolierten tiberlebenden Warm- 
bliiterdarm bestatigt und durch wichtige Beobachtungen erganzt haben, 
sprechen von einer ,,selektiven Kohlenhydratresorption™. 


Um die Diskrepanz zwischen der Beobachtung der selektiven 
Kohlenhydratresorption und der Annahme, daB die Resorption sich nach 
physikalischen GesetzmaBigkeiten vollzieht, zu beseitigen, hat Verzdr4 
auf folgende Méglichkeit hingewiesen. Es wire denkbar, daB manche 
Zucker, zu denen Glucose gehéren wiirde, Xylose nicht, schon im Darm- 
epithel waihrend der Resorption einen chemischen Umbau erfahren. 


Die Diffusion des Zuckers aus den Darmlumen in die Darmschleimhaut 
ist abhangig von dem herrschenden Diffusionsgefalle. Wird der Zucker 
in der Schleimhaut in eine andere Verbindung iibergefiihrt, so vermindert 
sich dort die Zuckerkonzentration, das Diffusionsgefalle steigt und eine 
Beschleunigung der Resorption wird die Folge sein. Verzar wies dabei 
darauf hin, daB fiir einen Umbau des Zuckers wahrend der Resorption in 
der Literatur Anhaltspunkte vorliegen. So gab de Filippi ® schon 1907 an, der 
Glykogengehalt im Pfortaderblut sei waihrend der Kohlenhydratresorption 
fast dreimal so hoch als in der Vena cava, Polimanti® erhielt dasselbe Er- 
gebnis und neuerdings berichtet auch Lang? iiber bedeutende Zunahmen 
des Glykogengehaltes im Pfortaderblut nach duodenaler Zuckerverab- 


1 Nagano, Pfliigers Arch. 90, 388, 1902. 

2 C.F. Cori, J. of biol. Chem. 66, 691, 1925; Proce. Roy. Soc. London 
22, 497, 1925. 

3 Auchinachie, Macloed u. Magee, J. of Physiol. 69, 208, 1930; Macleod, 
Magee u. Purves, ebenda 70, 404, 1930; Magee u. Reid, ebenda 73, 163, 1932. 

4 Verzar, F. Ergebn. d. Physiol. 32, 391, 1931. 

5 de Filippi, Bolletino R. Academia medica di Roma 38, 150, 1907. 

® Polimanti, diese Zeitschr. 64, 490, 1914. 

Lang, ebenda 200, 90, 1928. 
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reichung. SchlieBlich gibt Arnold! an, daB beim Zusammenbringen von 
Darmepithel und Glucose mikroskopisch nachweisbares Glykogen entsteht. 
AuBerdem fanden Bollmann und Mann? an leberlosen Hunden eine Um- 
wandlung von Fructose in Glucose, die nach Exstirpation von Magen und 
Darm nicht mehr stattfand. 


Auch unter den Befunden Magees sprach fiir einen chemischen 
Vorgang bei der Glucoseresorption die Beobachtung, daB am iiber- 
lebenden Darm die Bevorzugung der Glucose bei der Resorption nur 
bei hohen Temperaturen eintrat. Bei 0° C resorbierte ein Darmstiick 
z. B. Xylose schneller als Glucose; dasselbe Darmstiick resorbierte 
aber umgekehrt Glucose schneller als Xylose, sobald man es auf eine 
Temperatur von 40°C brachte. Die weitere Angabe Magees, daB 
Phosphat die Glucoseresorption beschleunigt, die Xyloseresorption 
jedoch nicht, fiihrte uns nun zu dem Gedanken, der vermutete chemische 
Vorgang kénne eine Phosphorylierung der Glucose sein, oder mit einer 
solchen beginnen. 


Die Wirkung der Monojodessigsiure auf die Hefegirung des 
Zuckers schien uns ein Mittel in die Hand zu geben, diese Annahme zu 
priifen. Die Hefegairung, die durch eine Phosphorylierung des Zuckers 
eingeleitet wird, wird durch Jodessigsiure aufgehoben (Lundsgaard*), 
sie findet aber auch bei Jodessigsiureanwesenheit statt, wenn statt 
Zucker Hexosephosphat zugesetzt wird, die Jodessigsiure hemmt also 
die Phosphorylierung (Yamasaki*), Auf die Milchsaiurebildung im 
Muskelextrakt wirkt die Jodessigsiure ebenfalls hemmend, hier wird 
aber nicht die Phosphorylierung gehemmt, sondern das _ gebildete 
Hexosephosphat hauft sich an und wird nicht weiter verarbeitet 
(Lohmann). Demgegeniiber findet neuerdings Haarmann®, daB Brom- 
essigsiure die Dephosphorylierung von Phosphatestern durch Muskel- 
gewebe nicht hemmt. Wenn nun die Jodessigsiure in der Da:mwand 
ebenso wie bei der Hefegairung die Phosphorylierung hemmt, dann muB 
sich mit ihrer Hilfe die Frage entscheiden lassen, ob die Bevorzugung der 
Glucose gegeniiber der Xylose bei der Resorption mit einer Phosphory- 
lierung der Glucose zusammenhangt. Es muB in diesem Falle die Glucose 
bei Anwesenheit von Jodessigsiure langsamer resorbiert werden als 
Xylose, bzw. es muB sich bei unvollstandiger Wirkung der Jodessigsaure 
die Glucoseresorption verlangsamen, die Xyloseresorption nicht. Die 
vorliegende Untersuchung beschaftigt sich mit dieser Frage. 


1 Arnold, Anat. Anz. 48, 437. 

2 Bollmann u. Mann, Amer. J. of Physiol. 96, 695, 1931. 
3 Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 1930. 

4 Yamasaki, ebenda 228, 123, 1930. 

5 Lohmann, ebenda 236, 444, 1931. 

6 Haarmann, ebenda 256, 326, 1932. 
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I. Versuche tiber Resorption von Glucose und X ylose mit und ohne Anwesenheit 
von Jodessigsdure. 


A. Methodik. 


Zu den Versuchen wurden Ratten verwendet. Um _ beziiglich der 
Versuchsbedingungen médglichst vergleichbare Verhaltnisse zu schaffen, 
haben wir je zwei Tiere gleichen Gewichts und Geschlechts und gleicher 
Rasse (Farbe) in einem Versuch vereinigt, eines davon mit Monojodessig- 
siure vergiftet, und bei beiden die Glucose- und Xyloseresorption untersucht. 

Die Resorptionsversuche gestalteten sich wie folgt: Die seit 24 Stunden 
niichternen Tiere wurden mit Numal ., Roche (0,075 cem auf 100g Tier 
subcutan) oder Urethan (1,2 mg pro Gramm Tier subcutan) narkotisiert 
und dann laparotomiert. Der Darm wurde in situ mit Hilfe einer Rekord- 
spritze vom Duodenum aus mit etwa 20 ccm warmer zuckerfreier Tyrode- 
lésung durchgespiilt und unterhalb der Injektionsstelle unterbunden. 
Dann wurde durch sanftes Ausstreichen zwischen Daumen und Zeige- 
fingern die Tyrodelésung aus dem Darm entfernt. Etwa 10 bis 20 em 
unterhalb des Magens wurde eine zweite Unterbindung gelegt. Von hier 
aus analwarts wurden zwei Darmstiicke von je 30cm Léange abgemessen 
und durch Unterbindung isoliert. In diese isolierten Darmschlingen wurden 
je 3cem blutisotonischer Glucoselésung (5,4°,,) und 3 cem blutisotonischer 
Xyloselésung (4,5°,,) injiziert und die Injektionsstelle durch nochmalige 
Unterbindung abgetrennt. Die Injektion geschah mit Rekordspritzen, in 
die die Lésungen einpipettiert wurden. Es wurden stets dieselben Spritzen 
und dieselben diinnen Nadeln verwendet. In einem Teile der Versuche 
kam die Glucose in die untere, die Xylose in die obere Schlinge, in den 
anderen Versuchen umgekehrt. Dann wurde das Abdomen mit einer Klemme 
wieder geschlossen und das Tier warm zugedeckt. Nach 1 Stunde wurden 
die Darmschlingen herausgenommen, in je ein Becherglas entleert, und 
mit Wasser griindlich nachgespiilt. Inhalt und Spiilwasser wurden ver- 
einigt und mit Zinkhydroxyd enteiweiBt. Der Zuckergehalt wurde darauf 
nach Bertrand bestimmt. 

In der letzten Gruppe der Versuche (Versuche 30 bis 32, Tabelle 111) 
lieBen wir beide Zucker aus einem Gemisch aus derselben Darmschlinge 
resorbieren. Es wurde nur ein Darmstiick von 60cm Linge isoliert und in 
dieses 6 ccm eines Gemisches injiziert, das 2,7 °, Glucose und 2,25°,, Xylose 
enthielt. (Zusammen blutisotonisch.) Die Analyse des Darminhaltes nach 
1 Stunde Resorption erfolgte dann durch Titration nach Bertrand und 
Gaérung im Lohnsteinschen Saccharometer, wodurch beide Zucker neben- 
einander bestimmt werden konnten. Dabei muBte, um im MeBbereich 
des Saccharometers zu bleiben, auf das Durchspiilen des Darmstiickes nach 
der Entleerung verzichtet werden. In diesen Versuchen konnte deshalb 
nur die Konzentration der zuriickgebliebenen Zuckermengen, nicht deren 
absolute Mengen und daher auch nicht die resorbierten Mengen bestimmt 
werden. Wurden die beiden Zucker verschieden schnell resorbiert, so mubte 
sich das Verhaltnis ihrer Molekularkonzentrationen im Darm, das zu Beginn 
des Versuchs 1 war, wahrend der Resorption zuungunsten des schneller 
resorbierten Zuckers verschieben. 

Der Fehler bei der Zuckerbestimmung mit dem Saccharometer war 
in unseren Versuchen, wie wir durch Kontrollbestimmungen ermittelten, 
im Mittel 5°,, héchster Streuwert 13°,,. Setzt man diesen héchsten Fehler 
iiberall mit dem ungiinstigen Vorzeichen in denjenigen Versuch ein, der 
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den geringsten Effekt zeigte (Versuch 32), so wird aus den Verhaltnis- 
zahlen dieses Versuchs (3,9 und 1,2) 3,0 und 1,5. Der beobachtete Effekt 
liegt also auBerhalb der Fehlergrenze. Diese zweite Versuchsanordnung 
wurde noch herangezogen, um Einwaénde zu zerstreuen, die sich auf die 
verschiedene Resorptionsfahigkeit der einzelnen Darmabschnitte stiitzen 
kénnten. 

Die Vergiftung mit Jodessigséure erfolgte bei den ersten Versuchen 
durch Zusatz von Jodessigséure 1: 5000 zu der in den Darm injizierten 
Zuckerlésung. In den spéteren Versuchen zogen wir es vor, die Tiere 1 bis 
2 Stunden vor dem Resorptionsversuch durch subcutane Injektion von 
Natrium-Monojodacetat allgemein zu vergiften. Der Effekt war dann 
deutlich starker. Die Dosis betrug 0,12 bis 0,16 mg Jodessigsiure pro 
Gramm Tier. Vorversuche hatten gezeigt, daB die Tiere bei einer solchen 
Dosis 6 bis 8 Stunden am Leben blieben. H6éhere Dosen vertrugen sie im 
Resorptionsversuch nicht. Bei gleichmaéBiger Verteilung auf den ganzen 
K6rper wiirde diese Dosis einer Konzentration von 1: 8000 bis 1: 6000 
entsprechen; 1: 5000 hemmt nach Lundsgaard die Hefegiérung vollstandig. 


B. Ergebnisse. 

Wir haben unsere Versuche in drei Gruppen geordnet, deren Er- 
gebnisse in den Tabellen I bis III wiedergegeben sind. Gemeinsam geht 
aus allen drei Tabellen hervor, da8 in der Tat entsprechend den friiheren 
Angaben Glucose vom normalen Tiere viel schneller resorbiert wird 
als Xylose. Das Verhaltnis der resorbierten Zuckermengen von Glucose 
und Xylose ist im Mittel 3,4. 


Tabelle I. 


Beeinflussung der Glucose- und Xyloseresorption durch lokale 
Monojod-essigsaurevergiftung |: 5000 im Darm. 








Resorbiert °/9 der eingefiihrten Zuckermenge Verhiltnis der prozen- 
in einer Stunde tualen Resorptionen 
Versuch = ~ Glucose x ‘ylos oe in einer Stunde 
tlucose Xylose Xylose 

Normal- vergiftetes Normal- | vergiftetes Normal- vergiftetes 

Nr. tier Tier tier Tier tier ier 
| | 

8 57,4 | 35,7 22,5 | 23,1 26 | 1,6 
11 601 42.0 28,8 | 29,3 2,1 1,4 
12 716 | 63,7 21,5 21,8 3,3 2,9 
13 79,1 52,8 19,8 | 29,9 4.0 2,5 
14/15 73,6 64,4 20,7 36,6 3,6 1.8 
18 95,1 70,4 15,4 20,6 6, 3,4 
Mittelwerte 72,8 54,8 21,4 25,4 3,4 2,2 


Tabelle I enthalt die Versuche, bei denen die lokal im Darm ver- 
gifteten Tiere die beiden Zucker aus getrennten Darmschlingen resor- 
bierten. Unter dem Einflu8 der Vergiftung geht die Glucoseresorption 
stark zuriick, die Xyloseresorption gar nicht, die Verhaltniszahl der 
resorbierten Mengen wird im Mittel 2,2. 
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Tabelle II. 
Beeinflussung der Glucose- und Xyloseresorption durch all- 
gemeine Jodessigséurevergiftung subcutan. Resorption beider 
Zucker aus getrennten Darmschlingen. 








Resorbiert °', der eingefiihrten Zucker- Verhaltnis der prozep- 
menge in einer Stunde tualen Resorptionen 
: F Se ae ee aaa = — —___—| Glucose , . 
Versuch Dosis Glucose Xylose Xylose in einer Stunde 
Normal- vergiftetes Normal- vergiftetes Normal-_ vergiftetes 
Nr. mg/g tier Tier tier Tier tier Tier 
20 0,12 94,2 24,7 26,8 283 || 3,5 0,87 
22 0,15 61,1 23,0 20,0 20,0 3,2 1,1 
23 0,20 59,6 23,0 19,7 22,6 3,0 1,0 
24 0,15 76,2 26,6 20,6 19,8 3,7 1,3 
Mittelwerte: 73,3 24,3 21,8 22.8 3,4 1,1 


In Tabelle II sind die Versuche wiedergegeben, bei denen das Tier 
subcutan vergiftet wurde und ebenfalls aus zwei getrennten Darm- 
schlingen resorbierte. Hier ist der Effekt der gleiche, aber deutlich 
stirker als bei der ersten Gruppe, die Verhaltniszahl sinkt auf 1.1, 
d.h. die beiden Zucker werden fast gleich schnell resorbiert. 


Tabelle IIT. 
Beeinflussung der Glucose- und Xyloseresorption durch all- 
gemeine Jodessigsaurevergiftung subcutan. Resorption beider 
Zucker aus einem Gemisch in derselben Darmschlinge. 





Verhaltnis der im Darm zuriick- 
gebliebenen Zuckermengen nach einer 


Versuch Dosis Stunde. Xylose 
Glucose 
Nr. mg/g ~ Normaltier _—vergiftetes Tier 
30 0,16 5,9 1,0 
31 0,14 3.7 1,0 
32 0,14 3,9 1,3 
Mittelwerte: 4.5 1,1 


SchlieBlich zeigt Tabelle III diejenigen Versuche, bei denen beide 
Zucker aus einem Gemisch aus derselben Darmschlinge resorbiert 
wurden. Die Vergiftung erfolgte in diesen Versuchen ebenfalls subcutan. 
Das Verhaltnis der molaren Konzentrationen im Darminhalt nach 
einstiindiger Resorption, das in diesen Versuchen als Mafstab der 
Resorption dienen muBte (s. oben), andert sich bei den Normaltieren 
infolge der starkeren Glucoseresorption zugunsten der Xylose, es steigt 
vom Ausgangswert 1 (die beiden Zucker wurden in isomolaren Kon- 
zentrationen in den Darm injiziert) auf im Mittel 4,5. Bei den ver- 
gifteten Tieren bleibt es fast 1, im Mittel 1,1. 
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Das Ergebnis entspricht also bei allen Versuchsanordnungen der 
Erwartung, die Glucoseresorption wird durch Jodessigsiure stark 
gehemmt, die Xyloseresorption bleibt meist unverindert. Bei den 
allgemein vergifteten Tieren ist der Effekt deutlich gréBer als bei den 
lokal vergifteten. 


II. Versuche iiber Resorption von Galaktose, Fructose, Mannose und Arabinose 
mit und ohne Jodessigsdurevergiftung. 


Diese Versuche wurden nach derselben Methodik gemacht wie 
die Glucoseversuche, nur wurde jeweils nur ein Darmstiick von 30 cm 
Lange isoliert und mit 3 ccm 0,3 molarer Zuckerlésung gefiillt. Die 
Vergiftung mit Jodessigsiure erfolgte subeutan. Die Ergebnisse zeigen 
die Tabellen IV bis VII. 


Tabelle IV. 


Resorption von Galaktose. 





Resorbiert °/) der injizierten Zuckermenge 








Versuch in einer Stunde 
Nr. ohne Jodessigsaure mit Jodessigsiure ; 
1 96,8 39,6 
2 77,7 40,0 
3 87,7 40,8 
4 75,0 38,2 


Tabelle V. 


Resorption von Fructose. 





| Resorbiert 9/9 der injizierten Zuckermenge 





Versuch in einer Stunde 
Nr. ohne Jodessigsiure mit Jodessigsiure 
1 27,5 26,5 
2 31,6 26,4 
3 35,6 29,5 
4 31,6 26,6 
5 36,0 28,5 


Tabelle VI. 


Resorption von Mannose. 





Resorbiert ©/) der injizierten Mannose 











Versuch | in einer Stunde 
Nr. ohne Jodessigsiure mit Jodessigsiure 
i ol 26,2 20,2 
ce 23,8 19,2 
3 i 23,8 19,2 
4 22,0 15,7 
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Tabelle VII. 


Resorption von Arabinose. 





Resorbiert °/) der injizierten Arabinose 
Versuch in einer Stunde 


Nr. ohne Jodessigsiure | mit Jodessigsiure 
£ 


19.4 21,0 
21.0 23,0 
21,0 19,4 
21.0 
23.0 


Die Mittelwerte aus diesen Versuchen sind in folgender Tabelle 
(VIII) mit denjenigen der oben geschilderten Versuche mit Glucose 
und Xylose zusammengefaBt. 


Tabelle VIII. 


Mittelwerte fiir die Resorption simtlicher Zucker mit und ohne 
Vergiftung. 





Resorbiert in einer Stunde 


0/9 der injizierten bezogen auf die normale Glucose- 
resorption = 100 


Zuckermenge 
Zucker \ scianesteseneeiipstiite iia a j 
Normale 
Resorption 
nach Cori 


— Verhiltnis 
unsere Versuche vergiftet 

— —__—_—_—_—_——j/ zu normal 

ohne Jod- = mit Jod- | 

essigsiure essigshure | 


ohne Jod- | mit Jod- 
essigséure | essigsiure 


Galaktose . . . || 39,6 110 115 53,1 
Glucose. . . . , 24,3 100 100 32.6 
Fructose .. . } 27,5 43 44 36,8 
Mannose ... 3, 18,6 19 33 24,9 
Xylose .... 2 22,8 15 39 30,5 
Arabinose. . . 21,5 i) 29 28,8 


Aus der Tabelle VIII ergibt sich zunachst, daB die Reihenfolge 
der Resorptionsgeschwindigkeiten beim unvergifteten Tiere im ab- 
gebundenen Darmstiick dieselbe ist, wie sie Nagano am Hund und Cori 
an der nicht operierten Ratte fand; auch die Verhaltniszahlen stimmen 
bei den Hexosen mit Coris Angaben etwa iiberein, wihrend die beiden 
Pentosen bei uns relativ schneller und beide unter sich gleich schnell 
resorbiert werden. 


Die Jodessigsiurevergiftung wirkt auf die Resorption aller Hexosen 
im Sinne einer Hemmung, wahrend die Resorption beider Pentosen 
durch Jodessigsiure nicht beeinfluBt wird. 


Die Hemmung der Resorption ist aber bei den einzelnen Hexosen 
verschieden stark, im Verhaltnis zur Normalresorption am starksten 
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bei der Glucose, weniger stark bei der Galaktose, am schwachsten bei 
der Fructose und Mannose. Auch die Resorptionsgeschwindigkeiten, 
die sich unter der Vergiftung einstellen, sind nicht gleich groB; an der 
Spitze steht hier die Galaktose, dann folgt die Fructose, Glucose und 
zuletzt Mannose. 

SchlieBlich fallt noch auf, daB die Einzelwerte bei den vergifteten 
Tieren besser iibereinstimmen als bei den Normaltieren. Die indivi- 
duellen Schwankungen, die zwischen den Normaltieren  bestehen, 
verschwinden unter der Vergiftung weitgehend. 


“ III. Resorptionsversuche mit Glucose und X ylose an anderweitig schwer 
vergifteten Tieren. 

Es war nun zu entscheiden, ob die Jodessigsiurewirkung auf die 
Resorption spezifisch ist, oder ob sich dieselben Anderungen der 
Resorption auch unter anderweitigen Schaidigungen des Organismus 
einstellen. Wir haben zu diesem Zwecke Resorptionsversuche mit 
Glucose und Xylose an Tieren gemacht, die mit verschiedenen Giften 
tédlich vergiftet waren, wobei die Dosen nach Vorversuchen so gewahlt 
wurden, daB die Tiere wie bei der Jodessigsiurevergiftung wenige 
Stunden am Leben bleiben. 


Als erstes wahlten wir Natriumcyanid als atmungslihmendes 
Zellgift. Es wurde subcutan in der Dosis von 0,8 mg pro 110g Tier 
verabreicht, wobei die Tiere einen Tag iiberleben. Héhere Dosen fiihrten 
zu blutig-schleimiger Absonderung in den Darm und konnten deshalb 
nicht angewendet werden. Tabelle IX zeigt die Resorptionsverhaltnisse 
unter dieser Vergiftung. 

Tabelle IX. 


Resorption bei Cyanidvergiftung. 





Resorbiert °/9 der injizierten 





Versuch Zuckermenge in einer Stunde Verhiltnis 
senate = Glucose zu 
Nr. Glucose Xylose Xylose 
1 29,9 13,7 2,2 
2 31,7 9,3 3,4 
3 91,1 22.1 4,1 
4 71,4 23,6 3.0 


Versuch 3 und 4 entsprechen durchaus normalen Resorptions- 
versuchen. Bei Versuch 1 und 2 ist die Resorption beider Zucker 
vermindert, was sich wohl zwanglos durch die Verschlechterung der 
Zirkulation erklart. Das Verhaltnis der resorbierten Mengen geht aber 
nicht, wie bei der Jodessigsaurevergiftung auf 1 herunter, sondern 
bleibt iiber 2. 
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Als weiteres Gift nahmen wir das Narkoticum Urethan in tédlicher 
Dosis (4,5 mg pro Gramm Tier subcutan), wobei die Tiere 1 bis 5 Stunden 
iiberleben. Tabelle X zeigt diese Versuche. 

Tabeile X. 


Resorption bei Urethanvergiftung. 





Resorbiert © 9 der injizierten . a 
Verhiltnis 


Versnch || Zuckermenge in einer Stunde . 
Pee. Sea . acme Glucose zu 
Nr. Glucose Xylose i Xylose 
1 47,5 32,4 1,5 
2 56,6 23.4 2.4 
3 74,3 15,9 46 
4 70,1 22.5 3,1 


Versuch 2 bis 4 zeigen normale Resorptionsverhaltnisse. Versuch 1 
fallt durch eine Xyloseresorption von 32,4°,, auf, was wir in keinem 
anderen Versuch, weder bei normalen, noch bei vergifteten Tieren 
Mit der Resorption unter Jodessigsiurewirkung 
stimmt auch dieser Versuch nicht iiberein. 


beobachtet haben. 


SchlieBlich haben wir noch Versuche mit Natrium-Fluoridvergiftung 
gemacht. Die Dosis war 0,03 mg pro Gramm Tier intravenés. Die 
Tiere leben dabei etwas iiber 1 Stunde. Tabelle XI zeigt die Wirkung 


dieser Vergiftung. 


Tabelle XI. 


Resorption bei Natrium-Fluoridvergiftung. 





Resorbiert °/9 der injizierten 


Verhiltnis 





Versuch Zuckermenge in einer Stunde : 
Ss cndeainaemmnteachien’ aiciimaemicale ™ Glucose zu 
Nr. Glucose Xylose Xylose 
1 81,9 19,4 4,2 
2 72,3 14,4 5,0 
é 54,7 18,3 3,0 
4 83,0 24.8 33 


Die Resorptionsverhaltnisse entsprechen véllig denen am normalen 
Tiere, Natriumfluorid . bewirkt keine Anderung der spezifischen Re- 
sorption. Diese Versuche scheinen uns besonders wichtig, in Hinsicht 
auf die Tatsache, da8 Jodessigsiure und Natriumfluorid im Muskel- 
extrakt nach Lohmann! grundsitzlich dieselbe Wirkung haben, wihrend 
in unseren Versuchen mit Darmschleimhautextrakt (s. unten) Jod- 
essigsiure die Phosphorylierung hemmt, Natriumfluorid nicht. Aller- 
dings ist Natriumfluorid sehr schwer resorbierbar, und es kénnte sein, 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 
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daB es auch von der Blutseite aus nicht in die Epithelzellen des 
Darms eindringen kann. 


IV. Die Blutzuckerkurve bei Glucoseresorption unter Jodessigsdurevergiftung. 


Die Resorptionsgeschwindigkeit wurde in den obigen Versuchen 
aus den im Darm zuriickgebliebenen Zuckermengen bestimmt. Es 
wire denkbar, daB dabei in den Vergiftungsversuchen mit Jodessig- 
siure eine falsche Deutung auf folgende Art zustande kime. Die Jod- 
essigsiure hemmt den Zuckerabbau. Ob sie auch den Aufbau des 
Glykogens aus Zucker hemmt, ist uns nicht bekannt, es wire aber 
denkbar. Durch die erstere Wirkung, oder durch beide zusammen, 
kénnte sie das Verschwinden des resorbierten Zuckers aus der Blutbahn 
derartig verzégern, daB der Blutzucker schon nach kurzer Resorptions- 
zeit sehr hoch ansteigt, daB dadurch das Diffusionsgefaille mehr ab- 
nimmt als bei normaler Resorption und da8B dadurch die weitere Re- 
sorption verzégert wird. Da bei Jodessigsiurevergiftung tatsichlich 
der Blutzuckergehalt ansteigt, haben IJrmler!, Neuss? und Irving® 
gefunden. Es wire also méglich, daB die Jodessigsiure gar nicht direkt 
auf den Vorgang der Resorption, sondern nur indirekt iiber ihre Stoff- 
wechselwirkung im Gesamtorganismus wirkt. Um diese Frage zu 
priifen, haben wir den Blutzucker von normalen und jodessigsaure- 
vergifteten Ratten waihrend der Resorption verfolgt. Der Gang der 
Versuche war zunichst derselbe wie bei den oben geschilderten Resorp- 
tionsversuchen. Dann wurde vor der Injektion der Zuckerlésung, 
20 Minuten und 1 Stunde spater durch Punktion 0,3 cem Blut aus der 
Vena cava inferior entnommen, die bei eréffnetem Abdomen leicht 
zuginglich ist, und darin der Blutzucker nach Hagedorn-Jensen be- 
stimmt. Tabellen XII und XIII zeigen die Ergebnisse. 


Tabelle XII. 


Blutzucker von normalen Ratten bei Glucoseresorption. 





Blutzucker nach der Zuckerinjektion 


Versuch MET 0: iret ian nana iets. cae ian 

Nr. 0 Min. | 20 Min. 60 Min. 

1 130 — 300 

2 148 280 429 

3 152 214 | 280 

4 114 190 | 268 

5 124 188 | 224 
Mittel: 134 | 218 300 


1 Irmler, Diss. Miinster 1931, Ref. in Ronas Ber. 67, 534, 1932. 
2 Neuss, Naunyn-Schmiedeberg, 160, 551, 1931. 
3 Irving, J. of Physiol. 74, 4, 1932. 
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Tabelle XIII. 


Blutzucker von jodessigséiurevergifteten Ratten bei Glucose- 
resorption. 





Versuch Blutzucker nach der Zuckerinjektion 


Nr. 0 Min. oa 20 Min. : 60 Min ° 
1 132 168 190 
2 127 193 221 
3 140 151 144 
4 148 168 180 
5 138 154 | 152 
6 161 183 | 171 
7 165 165 | 164 
Mittel: 144 155 175 


Wahrend der Blutzucker bei normaler Resorption rasch ansteigt 
und nach 1 Stunde im Mittel den doppelten Ausgangswert erreicht, 
ist der Anstieg bei der Jodessigsiurevergiftung flach und betragt nach 
1 Stunde im Mittel nur etwa 20°,,. Ein Anstieg des Niichternblutzuckers 
zeigt sich in unseren Versuchen mit allerdings sehr kurzer Vergiftungs- 
periode nicht mit Sicherheit. 

Die Jodessigsiure wirkt also nicht durch Blutzuckersteigerung 
auf das Diffusionsgefille zwischen Darmlumen und Blut, sondern 
direkt auf den Resorptionsvorgang selbst. 


V. Die Beschleunigung der Glucoseresorption durch Phosphat. 


Magee gibt an, daB Ratten, denen Glucose in 0,2 °,, Phosphatgemisch 
von px 7,0 per os verabreicht wird, von dieser Glucose im Mittel 49 °(, mehr 
resorbieren als von gleich groBen Glucosemengen ohne Phosphat. Seine 
Versuche wurden nach Coris Methode an der nicht operierten Ratte aus- 
gefiihrt. Da bei dieser Methode Anderungen der Bewegung des Magen- 
Darmtraktes eine Anderung der Resorption vortéuschen kénnen, haben 
wir die Versuche mit unserer Methode, bei der der Faktor des Transportes 
durch die Darmbewegung ausgeschaltet ist, nachgepriift. Je zwei Tieren 
vom gleichen Gewicht wurden in ein 50 cm langes Darmstiick 5 ccm 5,4 ° ,iger 
Glucose injiziert, beim einen in 0,2°%, Phosphatgemisch von py 7,0 gelést, 
beim anderen in destilliertem Wasser. Nach */, Stunden wurde durch 
Analyse des Riickstandes im Darm bestimmt, wieviel Prozent des injizierten 
Zuckers resorbiert worden waren. Das Ergebnis zeigt die Tabelle XIV. 


Tabelle XIV. 


Glucoseresorption mit und ohne Phosphat. 





i! 
Versuch | Resorbiert °/9 des injizierten Zuckers in 3), Std. 
Nr. 7 mit Phosphat } ohne Phosphat 
1 58,1 27,0 
2 58,3 38,3 
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Es wird also auch im abgebundenen Darm bei Anwesenheit von 
Phosphat wesentlich mehr Zucker resorbiert als ohne Phosphat. Die 
Differenz betrigt in unseren Versuchen 50 bzw. 100°). 


VI. Die Phosphorylierung von Glucose unter dem Einfluf von Darmschleim- 
hautextrakten und deren Hemmung durch Jodessigsdure. 


Angesichts der verschiedenen Wirkung der Jodessigsiure auf 
Hefegirung und Milchsaéurebildung im Muskelextrakt mu8ten wir 
versuchen festzustellen, ob die Jodessigsiure in der Darmschleimhaut in 
der Tat ebenso wie bei der Hefegirung die Phosphorylierung hemmt. 
Wir haben zu diesem Zwecke Glycerinextrakte aus der Schleimhaut 
des Diinndarms von Ratten hergestellt, diese mit Glucose und Phosphat 
angesetzt, und durch Analyse des anorganischen Phosphats die Phos- 
phorylierung mit und ohne Jodessigséurezusatz verfolgt. 


Unser Vorgehen gestaltete sich im einzelnen wie folgt. Drei Ratten 
wurden durch Nackenschlag getétet, die Diinndirme herausgenommen, 
mit Wasser griindlich durchgespiilt, auf einer Glasplatte ausgebreitet und 
aufgeschnitten. Dann wurde die Schleimhaut mit einem Objekttrager 
abgeschabt. Die weiche Schleimhaut laBt sich auf diese Weise leicht von 
der Muskelschicht trennen. Die so erhaltene zihe Masse wurde mit gleichen 
Teilen reinstem Quarzsand im Morser griindlich verrieben und 15 bis 20 ecm 
Glycerin zugesetzt. Das Gemisch kam kurze Zeit (durchschnittlich 20 Mi- 
nuten) in den Schiittelapparat. Es zeigte sich, daBS der Extrakt durch 
langeres Schiitteln die Fahigkeit der Phosphorylierung verliert. Dann 
wurde das Gemisch iiber Nacht in einen Thermostaten von 37° gestellt. 
Aus dem Extrakt spaltet sich nimlich wahrend der Versuche anorganisches 
Phosphat ab, das die Bestimmung stért. Durch das Stehenlassen im Thermo- 
staten sollte erreicht werden, daB diese Abspaltung sich schon vor dem 
Versuch soweit als méglich vollzieht. Trotzdem war es noch nétig, die 
Abspaltung durch die unten geschilderten Kontrollansaétze zu bestimmen 
und zu.beriicksichtigen. Am nachsten Morgen wurde das Gemisch zweimal 
durch Watte filtriert und mit etwa 5ccm Glycerin nachgewaschen, was 
etwa I0 bis 20 cem eines triiben Filtrats ergab. Mit diesem Filtrat wurden 
folgende Ansitze gemacht. 


a) Phosphorylierungsansatz : 


3cem Filtrat, 
1 ,, Glucose, 5,4%, 
1 ,, Phosphatgemisch, m/37, py 7,6. 


b) Kontrollansatz zur Bestimmung der Phosphatabspaltung : 


3cem Filtrat, 
1 ,, destilliertes Wasser, 
1 ,, Phosphatgemisch, m/37, px 7,6. 


Den Ansatzen wurde zu 1 bis 2°, Toluol zugesetzt. Das py betrug 
im Ansatz, nach der Indikatorenmethode bestimmt, etwa 7.0 bis 7,1. Die 
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Ansatze kamen einige Stunden in den Thermostaten von 37°. Vorher und 
nachher wurde in ihnen das anorganische Phosphat kolorimetrisch nach 
Lohmann und Jendrassik bestimmt. Im Ansatz b) (ohne Glucosezusatz) 
nahm das Phosphat durch Abspaltung aus dem Extrakt zu, im Ansatz a) 
(mit Glucosezusatz) ab. Beide Anderungen addiert ergeben die Phosphat- 
menge, die in a) durch Phosphorylierung verschwunden ist. In den Ver- 
suchen mit Jodessigsiure wurde beiden Ansitzen Jodessigsiure 1: 5000 
zugesetzt. Tabelle Il zeigt die Ergebnisse. 


Tabelle XV. 


Phosphorylierung mit und ohne Jodessigsaéurezusatz. 





Mit oder mg 1000 P.O 3 in 0.3 cem Phosphatabnahme 
Versuch Nach | ohne Jod- |___EE aan sie 
Stunden | essigséure- Phosphorylie- | |. ‘ — 
Nr. zusatz rungsansatz Kontrollansatz in mg/1000 in %» 
» 0 178 162 
eo {i « obne 41 23 
| 91/, 164 189 
is 0 283 283,5 ” o 
Hla 12 ohne OR% 352.5 69 24 
0 28% 283 
6ib | mit a ~~ oe 
| 12 362 347 / 
62a 0 230,5 230,5 
12 ¢ ‘ ine PLS pia g9 
61, — 232.5 324,5 92 40 
‘ 0 ; 242 242 
62b ’ mit. poate Ce — 6 — 2 
| 61), 329,5 323.5 
64 j 0 288 288 _ 3 
4a | 4 ohne 950 289 37 Li 
6 { 0 } 283 283 
4b 4 mit 285 289 4 0.8 


In den Versuchen ohne Jodessigsiurezusatz zeigt sich stets eine 
betrachtliche Abnahme des Phosphats, die auf Phosphorylierung der 
Glucose zu beziehen sein diirfte. In den Versuchen mit Jodessigsiure 
fehlt sie; die Phosphorylierung wird also in der Tat durch Jodessigsaiure 
gehemmt. 

Hier sei noch hinzugefiigt, daB wir in zwei gleichartigen Versuchen, 
in denen statt Schleimhautextrakt Glycerinextrakt aus dem Darminhalt 
einer nicht niichternen Ratte zum Ansatz verwendet wurde, keine Phosphory- 
lierung erhielten. Die Phosphorylierung beruht also nicht etwa auf bakterieller 
Verunreinigung des Extraktes. 

SchlieBlich haben wir angesichts der Tatsache, daB nach Lohmann 
Natriumfluorid und Jodessigsiure im Muskelextrakt prinzipiell gleich 
wirkt, zwei Versuche iiber Phosphorylierung bei Anwesenheit von 
Natriumfluorid (n/100) gemacht. Tabelle XVI zeigt diese Versuche. 
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Tabelle XVI. 
Phosphorylierung mit und ohne Natriumfluoridzusatz. 








Mit oder mg/1000 P, Os in 0,2cem Phosphatabnahme 
Versuch Nach ohne Jod- —— abies 
Nr. | a ee é ‘see ~  Kontrollansatz in mg/1000 in 
| 0 ; 166,5 166,5 9k 
1 6 mit 166.5 184 24 12,5 
0 168 168 me 
> 29 Fk ( 
6 ohne 162,5 183,5 17,5 | 10,4 
0 . 237 237 . 
2 c 
2 {| 43 mit ae rH 40 16,9 
0 942.5 2. 


Die Phosphorylierung wird also durch Natriumfluorid nicht ge- 
hemmt. Dem entspricht, wie oben gezeigt wurde, daB dem Fluorid 
auch keine ahnliche Wirkung auf die Resorption zukommt wie der 
Jodessigsaure. 


VII. Der Gehalt des Rattendarmes an Hexosephosphorsdure, niichtern und 
wahrend Glucoseresorption. 


SchlieBlich haben wir noch versucht, die Annahme einer Hexose- 
phosphorsaurebildung bei der Glucoseresorption durch Bestimmung 
des Hexosephosphorsauregehaltes niichterner und resorbierender Dairme 
zu prifen. Wir verwandten dazu die Mikromethode, die Embden und 
Jost zur Bestimmung des Lactacidogengehaltes von Froschmuskeln 
ausgearbeitet haben. Nachdem wir die Methode durch Froschmuskel- 
analysen eingeiibt hatten (die Ubereinstimmung unserer Doppel- 
bestimmung war im Mittel 5°,), sind wir folgendermaBen vorgegangen. 


Ratten, die seit mindestens 24 Stunden niichtern waren, erhielten 
durch die Schlundsonde 7 cem Glucoselésung 13°, (nach Magee etwa die 
optimale Konzentration fiir die Resorption). Nach */, Stunden wurden 
sie durch Nackenschlag getétet, der Diinndarm wurde rasch entnommen, 
durch Ausstreichen entleert und in fliissiger Luft zu einem Pulver verrieben. 
Dieses Pulver wurde weiter nach den Angaben von Embden und Jost} 
enteiweiBt und analysiert. Danach wurde der Extraktionsriickstand bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und die bei der Analyse gefundenen 
Werte auf das Trockengewicht des analysierten Darms bezogen. Als 
Kontrolle dienten ebenfalls seit 24 Stunden niichterne Tiere, die ohne 
vorherige Glucoseresorption in genau gleicher Weise verarbeitet wurden. 
Tabelle XVII zeigt die Ergebnisse. Die Zahlen geben in Milligramm/100 
diejenige Glucosemenge an, die der gefundenen Reduktion entsprechen 
wiirde. Die geringere Reduktionskraft der Hexosephosphorsaure ist nicht 
beriicksichtigt. 

1 Embden u. Jost, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 
24. 1928. 
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Tabelle XVII. 


Hexosephosphorsauregehalt von Rattendarmen. 








Versuch — Versuch Wihrend 
Nr. Niichtern Nr. Glucoseresorption 
1 271 1 283 
2 246 2 276 
3 250 é 281 
4 295 4 281 
973 
5 a Mittel: 280 
Mittel: 267 


Die Differenz der Mittelwerte liegt innerhalb der Fehlergrenze ; 
ein Unterschied im Hexosephosphorsiuregehalt zwischen niichternen 
und Glucose resorbierenden Rattendirmen konnte also nicht nach- 
gewiesen werden. 

Wir haben daraufhin an die Méglichkeit gedacht, daB in diesen 
Versuchen vielleicht ein hoher Hexosephosphorséuregehalt der Muskel- 
schicht des Darms die Hexosephosphorsiurezunahme wahrend der 
Resorption verdeckt und haben deshalb in einer zweiten Versuchsreihe 
den Hexosephosphorsiuregehalt der Darmschleimhaut allein ohne 
Muskelschicht untersucht. Die Darmschleimhaut wurde wie in den 
Versuchen mit Schleimhautextrakt durch Abschaben des aufgeschnitte- 
nen Darms gewonnen, im iibrigen entsprach der Versuchsgang dem 
oben geschilderten. Tabelle XVIII zeigt die Ergebnisse. Die Zahlen 
bedeuten dieselben Einheiten wie in Tabelle XVII. 


Tabelle XVIII. 


Hexosephosphorsaduregehalt der Schleimhaut des Rattendarms. 








Versuch sind Versuch Wihrend 
Nr. NGchtern Nr. Glucoseresorption 

J 238 1 294 

2 308 2 318 

3 353 3 350 

4 363 4 313 

4 29R 

< ne Mittel: 319 
Mittel: 318 


Die Versuche zeigen das unerwartete Resultat, daB der Hexose- 
phosphorsauregehalt der Schleimhaut nicht niedriger, sondern héher 
ist als der des Gesamtdarms. Die Hauptmenge der Hexosephosphor- 
siure liegt also anscheinend im Epithel. Eine Differenz zwischen 
niichternen und resorbierenden Darmen zeigt sich auch in diesen Ver- 


suchen nicht. 
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Es ist uns also nicht gelungen, durch direkte chemische Analyse 
eine Bildung von Hexosephosphorsiure waihrend der Glucoseresorption 
nachzuweisen. 

Diskussion. 


Das Resultat unserer Versuche ist zundchst eine Bestatigung der 
alteren Angaben beziiglich der Reihenfolge, in die sich die Resorptions- 
geschwindigkeiten der verschiedenen Zucker ordnen. Auch unsere 
Verhaltniszahlen decken sich gréBtenteils mit denen Coris, nur werden 
bei uns die beiden Pentosen und Mannose verhaltnismaBig schneller 
und die Pentosen unter sich beide gleich schnell resorbiert, wie aus 
Tabelle VIII hervorgeht. Man mu8 beziiglich dieses Unterschiedes 
wohl daran denken, daB bei der Corischen Methode nicht nur die 
Resorptionsgeschwindigkeit das Ergebnis beeinflu8t, sondern auch der 
Transport im Magen-Darmtrakt. Stoffe, die weniger rasch in die stark 
resorbierenden Darmabschnitte transportiert werden, scheinen bei 
Untersuchung mit dieser Methode langsamer resorbiert zu werden. 
Es sind nun von Neukirch und Rona! groBe Unterschiede in der 
Beeinflussung der Bewegung des Kaninchendarms durch verschiedene 
Monosen gezeigt worden. Wirksam waren nur Hexosen. Da bei unserer 
Methodik im Gegensatz zu Coris der Transport durch die Darmbewegung 
ausgeschaltet ist, ist es also wohl méglich, daB diese Differenz zwischen 
Coris und unseren Befunden auf dem Faktor der Darmbewegung 
beruhen. 

Die Jodessigsiurevergiftung wirkt auf die Resorption aller Hexosen 
hemmend; die Pentosen werden nicht beeinfluBt. Der Grad der 
Hemmung sowohl als die ResorptionsgréBe, die trotz Vergiftung 
bestehen bleibt, ist bei den einzelnen Hexosen verschieden (siehe 
Tabelle VIII). Das bedeutet, daB das Zustandekommen der selektiven 
Kohlenhydratresorption durch einen Mechanismus bedingt ist, der die 
Resorption der Hexosen beschleunigt und in den die Jodessigsiure 
hemmend eingreift. Nach Hemmung dieses Mechanismus sind aller- 
dings die Differenzen der Resorptionsgeschwindigkeiten der einzelnen 
Zucker nicht ganz aufgehoben, vor allem bleibt die bevorzugte Resorp- 
tion der Galaktose immer noch in gewissem Mae bestehen, aber die 
Unterschiede sind sehr bedeutend vermindert. Ob die bestehen- 
bleibenden Differenzen darauf beruhen, da8 die Jodessigsiurewirkung 
nicht vollstandig ist oder ob noch weitere Faktoren beteiligt sind, ist 
Gegenstand weiterer Untersuchungen. 

Der Mechanismus scheint starken individuellen Schwankungen 
zu unterliegen. Das geht daraus hervor, da8 sowohl die Resorptions- 
zahlen der Pentosen als auch diejenigen der Hexosen bei Jodessig- 


1 Neukirch u. Rona, Pfliigers Arch. 144, 555, 1912; 148, 273, 1912. 
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sdurevergiftung ziemlich konstant sind, wahrend diejenigen der Hexosen 
beim unvergifteten Tiere eine starkere Streuung zeigen. Diese Streuung 
ist anscheinend desto gréBer, je ausgesprochener die Wirkung der 
Jodessigsiure ist (am stirksten bei Galaktose und Glucose), d.h. je 
mehr Bedeutung der angenommene Mechanismus fiir die Resorp- 
tion hat. 

Fragen wir nun, ob dieser Mechanismus, auf den die Jodessig- 
siurewirkung hindeutet, die von uns angenommene Erhéhung des 
Diffusionsgefialles der Hexose durch Hexosephosphorséurebildung in 
der Darmwand sein kann. 

Zunichst sei auf zwei andere Deutungen eingegangen, die widerlegt 
werden kénnen. Die erste ist die Annahme, daB die Selektivitat der Kohlen- 
hydratresorption nur eine scheinbare ist, die durch Garung im Darmlumen 
vorgetauscht wird, und daB die Jodessigsiure mit der Hemmung der Gérung 
auch die scheinbare Selektivitat hemmt. Schon Cori hat diese Deutung 
widerlegt, indem er zeigte, daB die Garung im Diinndarm der Ratte gegen- 
iiber der Resorption zu vernachlissigen ist. 

Die zweite Méglichkeit, die denkbar wire, ist die, daB die verschieden 
starke Anregung der Darmbewegung durch die verschiedenen Monosen 
die Ursache der selektiven Resorption ist und diese Anregung durch Jod- 
essigsiure gehemmt wird. Es wiirde sich das bei unserer Methodik im 
abgebundenen Darmstiick durch Erhéhung des Tonus der Darmmuskulatur 
und dadurch bedingte Filtration auswirken kénnen, bei der Corischen 
Methodik auBerdem durch schnelleren Transport in die stark resorbierenden 
Darmteile. Da8 auch diese Deutung nicht zutreffen kann, geht daraus 
hervor, daB8 die Bevorzugung der Glucose gegeniiber der Xylose bei der 
Resorption bestehen bleibt, wenn beide Zucker aus demselben Darmstiick 
resorbiert werden. Wiirden in diesem Falle durch die Giucose die Be- 
wegungen des Darms erhéht und so vermehrte Filtration bewirkt, so 
miiBte auch die Xylose schneller filtriert werden. die Differenz zwischen 
der Resorption der beiden Zucker miiBbte verschwinden. Auch Magee 
hat ahnliche Versuche mit Gemischen zweier Zucker gemacht. 

Unsere eigene Annahme, die Erhéhung des Diffusionsgefilles 
durch Phosphorylierung des Zuckers, steht und fallt mit der Frage, 
ob die Jodessigsiure die Phosphorylierung in der Darmwand hemmt. 
Wiahrend sie das im Muskelextrakt nachweislich nicht tut, haben wir 
im Darmschleimhautextrakt tatsichlich eine Hemmung der Phosphory- 
lierung beobachtet. Eine solehe Hemmung wird nicht bewirkt durch 
Natriumfluorid, und Natriumfluorid bewirkt auch im Resorptions- 
versuch keine Anderung der Resorption. Im Muskelextrakt scheinen 
dagegen Natriumfluorid und Jodessigsiure prinzipiell dieselbe Wirkung 
zu haben. Kénnte in unseren Versuchen die schlechte Permeabilitat 
der Darmzelle fiir Natriumfluorid zwar dessen Wirkungslosigkeit in vivo 
erklaren, so bliebe demgegeniiber doch noch die Differenz von Jodessig- 
siure- und Natriumfluoridwirkung im Darmschleimhautextrakt be- 
stehen. Wir halten es daher fiir wahrscheinlich, daB auch in vivo die 
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Jodessigsiurewirkung im Darm mit einer Hemmung der Phosphory- 
lierung verbunden ist. 

Die Tatsache, daB es uns nicht gelungen ist, Hexosephosphorsaure 
bei der Resorption in der Schleimhaut analytisch vermehrt nachzuweisen, 
laBt zwei Deutungen zu. Entweder ist die Erhéhung des Diffusions- 
gefalles durch die Phosphorylierung jenseits der Membran tatsachlich 
der entscheidende Mechanismus, der durch die Jodessigsiure gehemmt 
wird. Dann muB angesichts des negativen Ergebnisses unserer Hexose- 
phosphorsdurebestimmungen angenommen werden, da die Phos- 
phorylierung nicht bestehen bleibt, sondern schnell wieder gelést wird. 
Das wiirde die Erhéhung des Diffusionsgefalles nicht annullieren miissen, 
wenn man namlich annimmt, dafi die Lésung nach Passage einer zweiten 
Grenzschicht erfolgt. Wiirde z. B. die Glucose in der Epithelzelle 
phosphoryliert und nach der Passage der Basalmembran wieder de- 
phosphoryliert, so wire sowohl der Beschleunigungsmechanismus durch 
Erhéhung des Diftusionsgefilles méglich als auch die Tatsache er- 
klarlich, daB die Phosphorylierung sich dem chemischen Nachweis 
entzieht. 

Andererseits muB aber noch eine andere Méglichkeit erwogen werden. 
Die Beférderung einer Substanz durch eine Membran in gréBerer Ge- 
schwindigkeit, als der Diffusionsgeschwindigkeit entspricht, erfordert 
Energie. Es muB also auch fiir die selektive Kohlenhydratresorption Energie 
geliefert werden. Diese kénnte aus einem chemischen Vorgang stammen, 
der sich in der Epithelzelle abspielt und der durch Jodessigsiure gehemmt 
wird, an dem aber eine Phosphorylierung des resorbierten Zuckers selbst 
im Sinne unserer Annahme nicht beteiligt ist. Uber den Mechanismus der 
Beschleunigung in diesem Falle lieBe sich nichts aussagen. Diese zweite 
Méglichkeit 14Bt sich nicht ohne weiteres von der Hand weisen. Wenn 
der von uns angenommene Mechanismus auch den Vorzug der gréBeren 
Einfachheit hat, so mu8 doch betont werden, daB ein experimenteller 
Beweis nur fiir die Existenz eines resorptionsbeschleunigenden, durch 
Jodessigsiure hemmbaren Mechanismus iiberhaupt, nicht fiir die spezielle 
Natur dieses Mechanismus geliefert worden ist. Allerdings macht der 
Nachweis der Phosphorylierung des Zuckers im Darmschleimhautextrakt 
und dessen nachgewiesene Hemmung durch Jodessigséiure unsere Annahme 
einer Phosphorylierung sehr wahrscheinlich. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die altere Angabe bestatigt, da&B Monosen aus dem 
Diinndarm der Ratte verschieden schnell resorbiert werden, Galaktose 
am schnellsten, absteigend langsamer Glucose, Fructose, Mannose, 
Xylose, Arabinose. 

2. Zur Erklérung der auffallenden Tatsachen, daB Hexosen trotz 
gréBeren Molekiils schneller als Pentosen und unter sich trotz gleich 
groBen Molekiils verschieden resorbiert werden, daB ferner die Glucose- 
resorption durch Phosphat beschleunigt wird, die Xyloseresorption 
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nicht, wird folgende Annahme gemacht: Die Hexosen werden wihrend 
der Resorption in der Darmwand phosphoryliert, die Pentosen nicht. 
Durch die Phosphorylierung steigt das Diffusionsgefalle der freien 
Hexose, wodurch deren Resorption beschleunigt wird. 

3. Diese Annahme wird gepriift durch die Wirkung der Jodessig- 
siure auf die Resorption von Monosen. Jodessigsiure hemint im Darm- 
schleimhautextrakt die Phosphorylierung von Glucose, wahrend 
Natriumfluorid sie nicht beeinfluBt. Unter der Wirkung der Jodessig- 
sdure wird die Resorption der Hexosen gehemmt, die der Pentosen nicht, 
was unsere Annahme einer Phosphorylierung der Hexosen wahrschein- 
lich macht. Die Resorption ist allerdings auch unter Jodessigsiaure- 
wirkung noch nicht fiir alle Hexosen ganz gleich. 

4. Vergiftung mit hohen Dosen von Natriumcyanid, Natrium- 
fluorid und Urethan fiihren nicht zu einer ahnlichen Verinderung der 
Resorption wie die Jodessigsiurevergiftung. 

5. Die Blutzuckerkurve bei Resorption von Glucose unter Jod- 
essigsiurewirkung ist flach. Die Jodessigsiure wirkt also nicht indirekt 
durch Erhéhung des Blutzuckers, sondern direkt auf den Resorptions- 
vorgang selbst. 

6. Es wird die Angabe Magees bestiatigt, daB Phosphat die Glucose- 
resorption férdert. 

7. Ein chemischer Nachweis eines erhéhten Hexosephosphor- 


siuregehaltes in der Darmwand wiahrend der Resorption von Glucose 
gelang nicht. 

8. Das Zustandekommen der selektiven Kohlenhydratresorption ist 
also durch einen mit Jodessigsiure hemmbaren Mechanismus bedingt, 
der entsprechend der geschilderten Annahme eine Phosphorylierung der 
resorbierten Hexosen sein kann. 























Uber die Einwirkung von Ather und Alkohol auf festes Protein. 


Von 


G. Ettisech und Giinter Viktor Schulz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie, 
Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1933.) 


Die Denaturierung der Proteine durch Alkohol und dhnliche 
Substanzen ist —- soweit uns bekannt — bisher nur in Lésungen beob- 
achtet worden'. Es schien uns aber nicht uninteressant, zu unter- 
suchen, inwieweit sich auch Denaturierungserscheinungen bei der 
Einwirkung von solchen Stoffen auf Proteine im festen Zustande nach- 
weisen lassen, zumal bei einigen Darstellungsmethoden von Proteinen 
die Niederschlage mit Ather und Alkohol behandelt werden?. Auch 
in vielen biologischen Techniken (Histologie, Embryologie, Patho- 
logie usw.) werden derartige Stoffe in weitem Umfange verwendet. 

Wir untersuchten, ob durch die Einwirkung von Ather und Alkohol 
(99,8°) auf festes Mercksches Ovalbumin dessen Léslichkeit herab- 
gesetzt wird. Dabei gingen wir folgendermaBen vor: 1 g Ovalbumin 
wurde auf einer flachen Schale ausgebreitet, mit Alkohol bzw. Ather 
iibergossen und dann auf dem Wasserbad bei einer Temperatur von 
héchstens 37° wieder zur Trockne eingedampft. Bei jedem Versuch 
standen auf dem Wasserbad eine unbehandelte, eine mit Ather und 
eine mit Alkohol iibergossene Probe nebeneinander. Da der Ather 
sehr viel schneller verdampft, seine Einwirkungszeit aber nicht geringer 
als die des Alkohols sein sollte, wurde er mehrmals nachgefiillt, bis 
auch der Alkohol volistindig verdampft war. Das so behandelte Ov- 
albumin wurde in 50 ccm Wasser gebracht und unter haufigem Um- 
schiitteln etwa 5/, Stunden stehengelassen. Darauf wurde der un- 
geléste Riickstand abzentrifugiert, auf dem siedenden Wasserbad zur 
Trockne eingedampft und gewogen. 

Die Tabelle zeigt, daB durch den Ather der unlésliche Anteil fast 
gar nicht vermehrt wird. Der Alkohol dagegen erhéht den unléslichen 
Anteil auf 1/, bis 1/, der urspriinglichen Menge. Man erkennt iibrigens 


1 Siehe hieriiber z. B. Freundlich, Kapillarchemie, IV. Aufl. 2, 439ff. 
? Z. B. die Caseindarstellung nach van Slyke und Baker. 
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schon mit bloBem Auge, daB der Alkohol auf das Albumin einwirkt. 
Wahrend in der Atherprobe die Kérnchen des Albumins ihre Form 
behalten, bréckeln sie im Alkohol auseinander, so daB das Protein 
deutlich feinkérniger wird!. Der Unterschied der Alkoholwirkung in 
den beiden Versuchen scheint auf die verschiedene Eiwirkungszeit 
zuruckzufiihren zu sein. Beim ersten Versuch dauerte die Eindampfung 
etwa 1,5 Stunden, beim zweiten Versuch dagegen wahrscheinlich eine 
betrachtlich langere Zeit?. 
Tabelle. 
Unléslicher Riickstand von 1 g Ovalbumin nach Behandlung mit 
Ather und Alkohol. 





‘ n Mit Mit 
Versuch Unbehandelt Ather behandelt Alkohol behandelt 
& 4 £ 
E; 0,072 0,080 0,294 
2. 0,070 0,077 0,509 


Die angegebenen Effekte zeigen jedenfalls mit aller Deutlichkeit, 
daB man bei den Darstellungsverfahren, in denen eine Auswaschung 
von Proteinniederschligen mit Alkohol vorkommt, vorsichtig sein 
mu. Man sollte die Alkoholbehandlung so kurz wie nur irgendméglich 
gestalten, wenn man Wert darauf legt, ,,natives’’ EiweiB zu erhalten. 


Eine weitere St6érung, die durch Alkoholbehandlung eintritt, macht 
sich bei gewissen Messungen bemerkbar. Lésungen von Casein, das bei 
der Darstellung mit Alkohol behandelt war, erwiesen sich als unbrauchbar 
zur Messung elektromotorischer Krafte*. Wir konnten es sehr wahrscheinlich 
machen, daB dieses daran lag, daB der Alkohol von dem Niederschlag auBer- 
ordentlich stark festgehalten wurde. (Er laBt sich z. B. durch sechsmaliges 
Auswaschen mit Ather nicht entfernen.) Dieser am Niederschlag adsorbierte 
Alkohol kann schon bei verhaltnismaBig niedriger Temperatur (35°) in 
Aldehyd iibergehen, wie am Geruch feststellbar ist. 


1 Man kénnte sich daraufhin diesen Vorgang vielleicht so vorstellen, daB 
das Ovalbumin stets ein wenig in Lésung geht und die geringe, jeweils 
geléste Menge vom Alkohol denaturiert wird. Dieses ist um so wahrschein- 
licher, als das Ovalbumin nur lufttrocken war, also noch geringe Wasser- 
mengen enthielt. Andererseits ware es aber auch denkbar, daB der Alkohol 
in die Albuminkérnchen eindringt und mit ihnen permutoid reagiert. Der 
Gegensatz zwischen Alkohol und Ather wird vielleicht durch die Annahme 
verstandlicher, da®B der Alkohol infolge seiner gréBeren ,,Wasseraihnlich- 
keit‘* in die (hydrophilen) Albuminkérnchen leichter eindringen kann als 
der weniger ,,wasserahnliche’’ Ather. Chick und Martin (J. of Physiol. 40, 
404, 1910; 48, 1, 1911; Kolloidchem. Beih. 5, 49, 1913) konnten zeigen, 
daB Albumin in Abwesenheit von Wasser in der Hitze nicht denaturiert wird. 

2 Wir k6énnen leider die Einwirkungszeit nicht mehr genau angeben, 
da die Versuche 3 Jahre zuriickliegen, und das Protokoll beschadigt ist. 

3G. Ettisch u.G. V. Schulz, diese Zeitschr. 245, 189, 1932. 
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Fermentative Estersynthese in Emulsionen. 


Von 


Walter Fabisch. 
(Aus der Universitéts-Kinderklinik Hamburg.) 
(Eingegangen am 27, Januar 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen in vitro tiber die fermentative Synthese von 
Estern héherer, in Wasser unléslicher Fettsaéuren sind bisher im wesent- 
lichen in organischen Lésungsmitteln und unter méglichstem Aus- 
schluB von Wasser durchgefiihrt worden (vgl. hierzu vor allem die 
Arbeiten aus dem Institut von Rona in dieser Zeitschrift). Wasser 
hemmte in gréBeren Mengen immer die Synthese. Allerdings konnte 
schon Pottevin! zeigen, daB kleine Wassermengen die Bildung von 
Glycerinestern férdern, ein gréBerer Wasserzusatz aber die Veresterung 
véllig zum Verschwinden bringt. Ebenso konnten Rona, Chain und 
Ammon? bei der Veresterung von Athyl-Phenyl-Carbinol mit Butter- 
siure eine Erhéhung der Reaktionsanfangsgeschwindigkeit durch 
wenig Wasser hervorrufen. Auch Gréen® berichtet iiber eine befriedigende 
Ausbeute bei der Synthese von Butterséure- und Olsaure-Glycerin- 
und Amylestern in Gegenwart von Wasser. Man kénnte sich vorstellen, 
daB die Estersynthese auch im Protoplasma ohne Gegenwart von Wasser 
innerhalb seiner organischen (lipoiden), mit Wasser unmischbaren 
Phasen verliuft. Geht man von dieser Voraussetzung aus, so muB 
bei dem Wasserreichtum der Zelle, der teilweisen Wasserléslichkeit 
der miteinander reagierenden Stoffe (Alkohol, Saure, Ferment), ihrem 
betrachtlichen Molekularvolumen und der daraus folgenden geringen 
Diffusionsgeschwindigkeit der Umfang der Grenzfliche Lipoid—-Wasser 
fiir die Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes zwischen den beiden 
Phasen und damit fiir die Héhe der fermentativen Umsetzung von 


' H. Pottevin, Bull. soc. chim. 35, 693, 1906. 
2 P. Rona, E. Chain u. R. Ammon, diese Zeitschr. 247, 113, 1932. 
3 J. Groen, Arch. néerl. de physiol. de Vhomme etc. 11, 169, 1926. 
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Bedeutung sein. Die im Protoplasma vorhandenen Nichtleiter und 
Ionen miissen dann als Regulatoren einen Einflu8 auf die Hohe der 
fermentativen Umsetzung gewinnen, indem sie den Umfang der Grenz- 
flache vergréBern oder verkleinern, oder, an ihr adsorbiert, die Ein- 
stellung der Verteilungsgleichgewichte erschweren oder erleichtern. 


Im folgenden wird iiber einen Versuch berichtet, die Synthese 
von Estern héherer Fettsiuren (Ol-, Palmitin-, Stearinsiiure) auf fermen- 
tativem Wege in einfachen heterogenen Systemen zu erzielen. Als 
Alkohole wahlten wir den Cetylalkohol, der in Wasser véllig unléslich 
ist, den Amylalkohol, der in Wasser in geringem Grade léslich ist, und 
das mit Wasser in jedem Verhaltnis mischbare Glycerin. Von diesen 
dreien ist das Glycerin fiir genauere quantitative und vor allem kinetische 
Untersuchungen wenig geeignet, da es ein dreiwertiger Alkohol ist 
und wahrscheinlich in mehreren Stufen verestert wird. (Armstrong 
und Gosnay! berichten, daB bei der Veresterung mit Olsdiure zuerst 
die Ester gebildet werden.) Deshalb wurde ein groBer Teil der genaueren 
Untersuchungen mit Amylalkohol durchgefiihrt. 


Methodisches, 


Fermentprdparate. Wir verwandten Aceton-Athertrockenpulver (nach 
Willstdtter) von Schweinepankreas, und zwar ein Trockenpriparat aus dem 
Jahre 1930 und anderes aus dem Jahre 1931. Von dem Trockenpraparat 
wurden in der iiblichen Weise 5°, Ausziige mit n/40 Ammoniak hergestellt, 
die nach Neutralisieren und Abzentrifugieren der gréberen Teile benutzt 
wurden. Die Konservierung geschah mit Thymol, um jedes Fettlésungs- 
mittel auszuschalten, an Stelle des sonst verwendeten Toluols. Eine weitere 
Reinigung der Ausziige durch Dialyse oder Acetonfallung wurde nicht 
vorgenommen. Von den Ausziigen wurden fiir jeden Ansatz 0,1 bis 1,0 cem 
verwendet, je nach dem Alter der Ausziige und dem Substrat. 


. 


Emulsionen. Die Emulsionen stellten wir in einfachster Weise dadurch 
her, daB die einzelnen Bestandteile in die Lésung des Emulgators ein- 
getragen und bei etwa 40° im Brutschrank auf der Maschine | bis 3 Stunden 
geschiittelt wurden. Am laingsten muBten die Emulsionen mit Cet ylalkohol 
geschiittelt werden, am schnellsten waren die mit Amylalkohol zu erhalten. 
Unter den Sauren lieferte die Olséure sehr leicht gute Emulsionen, am 
schwersten war die Stearinséure zu emulgieren. Es empfiehlt sich, jeden 
einzelnen Ansatz gesondert herzustellen, da z. B. die cetylalkoholhaltigen 
Emulsionen bei Zimmertemperatur vollig steif sind und nicht pipettiert 
werden kénnen. Als Emulsatoren wurden 6lsaures- und desoxycholsaures 
Natrium verwendet, und zwar meist in Konzentrationen von ! ‘55 bis '/;99 mol. 

Reaktionsvolumen. Da es sich herausstellte, daB bei der Veresterung 
von Cetyl- und Amylalkohol bedeutende Anderungen in der Wassermenge 
des Ansatzes ohne EinfluB8 auf die Synthese waren, wurde bei diesen Ver- 
suchen nicht bei einem sorgfaltig konstantgehaltenen Volumen gearbeitet. 


1 H. E. Armstrong u. H. W. Gosnay, Proc. Roy. Soc. B. 88, 176. 
28 * 
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Wie aus den mitgeteilten Protokollen hervorgeht, wurden im allgemeinen 
5cem der Emulgatorlésung verwendet. Zu dieser Lésung kamen, ohne 
dabei die Anderung des Volumens, die fiir die verschiedenen Sauren und 
Alkohole naturgemaéB verschieden war, zu beriicksichtigen, die in Molen 
angegebenen Mengen dieser Saéuren und Alkohole. Ebenso wurden auch die 
verschiedenen Volumina der Fermentausziige, die je nach ihrer Wirksamkeit 
zur Anwendung kamen, unberiicksichtigt gelassen. Deshalb wird im folgen- 
den nur bei den Lésungen der Emulgatoren von Molaritat gesprochen, 
d. h. von Konzentrationen, wahrend die Angaben iiber Sauren und Alkohole 
immer in Molen, d. h. in Grammen, gemacht sind. Die wenigen Ausnahmen, 
die bei den Versuchen mit Glycerin gemacht wurden, sind leicht zu tiber- 
sehen. 

H-lonenkonzentration. Durch die Wahl der genannten Emulgatoren 
waren bestimmte py vorgeschrieben. Eine '/59 bis */1 mol. Lésung von 
Natriumoleat hat ein pq von etwa 8,4 und ist in Gegenwart von Olsaure 
ohne weiteres als Puffer anzusprechen, der das genannte py aufrecht 
erhalt. Eine 1/59 bis '/;9 mol. Lésung von Natriumdesoxycholat hat ein 
Pu von etwa 7,5. In der gleichen GréBenordnung lag das py der Ammoniak- 
ausztige, so daB auch dieses System als geniigend im py festgelegt angesehen 
wurde, da namlich in allen Versuchen keinerlei Anderung des py wahrend 
der fermentativen Vorgange geschehen konnte, weil die Saéuren, die ver- 
estert wurden, in Wasser unléslich waren. Die Versuche wurden daher, 
je nach dem verwendeten Emulgator, bei py 8,4 oder 7,5 vorgenommen. 

Durchfiihrung der Versuche. Die Emulsionen wurden in geraumigen 
Erlenme yern hergestellt (5 cem Emulsion in Erlenme yer-Kolben von 100 ccm) 
und mit dem Ammoniakauszug bei 37°C im Brutschrank belassen. Nach 
Beendigung des Versuchs wurden in jedes Kélbchen 20 cem 96 °,iger Alkohol 
gegeben, damit das Ferment abgetétet und Saure, Alkohol und Ester zur 
Titration gelést. Erwarmen war zur voélligen Lésung der in kaltem Alkohol 
unléslichen Cetylester nétig. Der Synthesegrad wurde durch Titration 
mit n/5 alkoholischer Kalilauge und Phenolphthalein als Indikator fest- 
gestellt. Parallel lief regelmaBig ein Leerversuch mit dem Ammoniakauszug, 
da sich beim Stehen im Brutschrank immer eine geringe Zunahme der 
titrierbaren Saéure findet. Da es sich hierbei wahrscheinlich um in Freiheit 
gesetzte Aminosduren handelt, ist darauf zu achten, daB bei der Titration 
das Verhaltnis Alkohol : Wasser in allen Fallen konstant gehalten wird. 
Bei einer Variation der Wassermenge aus Griinden des Versuchs sind ent- 
sprechende Korrekturen anzubringen. 


Ergebnisse. 
Abhdngigkeit der Synthese von Zeit und Menge des Ferments. 

Bei geringen Umsiatzen bestand eine direkte Proportionalitat 
zwischen GréBe und Zeit der Synthese, wie es aus dem geradlinigen 
Verlauf der Kurven I und II in Abb. 1 zu erkennen ist. Kurve I gibt 
einen Versuch mit 5.10-4Mol Olsaure und Cetylalkohol in 5 ccm 
m/100 Natriumoleat und Kurve II einen Versuch mit 5. 10-4 Mol O1- 
saure, 5. 10-3? Mol Amylalkohol und 5 cem m/100 Natriumdesoxycholat 
wieder. Eine ebenfalls nahezu direkte Proportionalitat ergibt sich bei 
der Darstellung der Abhangigkeit des Umsatzes von der Ferment- 
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menge (Abb. 2, 5. 10-4 Mol Olsaure, 5. 10-3 Mol Amylalkohol, 5 cem 
m/50 Natriumdesoxycholat). Daneben wurde selbstverstandlich nach- 
gewiesen, daB ohne Zusatz des Ferments keine Abnahme der titrier- 
baren Saure stattfindet, ferner daB gekochtes Ferment keine Synthese 
hervorruft und daB in Ansaitzen mit Ferment + Alkohol und Ferment 
+. Saéure nur die auch in dem Fermentleerversuch nachweisbare An- 
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derung in der Saéuremenge zu finden ist. Aus einem gréBeren Ansatz 
mit 5 g Cetylalkohol, 5 g Palmitinsaure, 0,6 g Na-Oleat, 200 com Wasser 
und 20 cem Ammoniakauszug wurde ferner das Cetylpalmitat isoliert. 
Nach sechsmaligem Umkristallisieren aus 96°,igem Alkohol hatte das 
Praparat einen Schmelzpunkt von 52,5° (um 1° zu niedrig), war frei 
von Saure und hatte eine Verseifungszahl von 115,45 (ber. 116,77). 
Auf diese Weise war mit Sicherheit die Bildung von Cetylpalmitat 


erwiesen !. 


EinfluB der Emulgatoren, Veresterung verschiedener Sduren mit dem gleichen 


Alkohol. 


Die Veresterung des Cetylalkohols verlief immer mit Desoxycholat 
schneller als mit Oleat. Am gr6Bten war der Unterschied der Geschwindig- 
keiten bei der Veresterung der Olséure. Wie der folgende Versuch zeigt. 
verhielten sich die Geschwindigkeiten fast wie 1: 2. 





5.10-4Mol Olsiure und Cetylalkohol, I. + 5cem m/100 Desoxy- 
cholat, II. + 5cem m/100 Oleat. 
I. Synthese II. Synthese i: 
25Std..... 21.2% 12.4% 1,71 
a ee 442°, 23.6% 1,87 


! Die Isolierung des Esters verdanke ich Herrn Dr. phil. Dahmlos, der 
als wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Klinik tatig ist. 
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Weniger groB war der Unterschied bei Verwendung gleicher Konzentra- 
tionen, bei Palmitin- und Stearinséure. Dieses zeigt die folgende Tabelle 
(Bezeichnungen wie oben). 





Palmitinsdure Stearins&ure 
[Synthese ‘II. Synthese 1:1] | I. Synthesee II. Synthese 1: Il 
3Std... 16,3 % i238% 1,31 25,7 % 218% 1,18 
ge as 33,8 % 264°, 1,28 38% 32,8 % 1,16 


Auch bei der Veresterung der Olsiure mit Amylalkohol (5. 10-* Mol 
Olséure, 5.10-*Mol Amylalkohol) war die Veresterungsgeschwindigkeit 
bei Verwendung von 5cem m/50 Oleat und Desoxycholat nahezu gleich. 
So wurde in einem Versuch innerhalb 4 Stunden sowohl mit Oleat wie 
mit Desoxycholat 57°, Synthese, auf Olsdure berechnet, erzielt, in einem 
anderen Versuch unter gleichen Bedingungen mit Oleat 55°. mit Desoxy- 
cholat 50° Synthese. 

Bei einem Vergleich der Synthese von Ol-, Palmitin- und Stearinsaure 
mit Cetylalkohol ergibt sich, daB in Gegenwart von Oleat alle Saéuren fast 
mit der gleichen Geschwindigkeit verestert werden, sofern man die Anfangs- 
geschwindigkeiten vergleicht. Anders ist es in Gegenwart von Desoxycholat, 
wie schon aus dem oben Gesagten hervorgeht, da in diesem Falle die Olsiure 
etwa mit der doppelten Geschwindigkeit synthetisiert wird. Die Emul- 
gierung ist am besten bei der Olséure, am schlechtesten bei der Stearin- 
siure, wo in der Emulsion immer grébere Kliimpchen auch bei sehr langem 
Schiitteln auf der Maschine zuriickbleiben. Offenbar ist aber doch eine 
geniigend groBe Menge fein emulgiert, um die Anfangsgeschwindigkeiten 
gleich zu gestalten. Ein ahnliches Ergebnis wurde bei der Veresterung der 
drei Séuren mit Amylalkohol erhalten. In einem Ansatz mit 5cem m/50 
Oleat, 5. 10-* Mol Amylalkohol und je 5. 10-4 Mol der Saéuren ergab sich 
in 4 Stunden, auf die Saéure berechnet, folgende Synthese: 


ee ee ye es ek ee oe 
Palmitinsfure ........ 315% 
Riese. wc cw to 1 BY 


Immerhin ist in diesen Ergebnissen bereits ein deutlicher Gang zu 
bemerken. Noch deutlicher werden diese Unterschiede bei der Veresterung 
des Glycerins. In einem Ansatz von 5ccem 85% ig. Glycerin, 0,1 g Oleat, 
5. 10-4Mol Olsaéure bzw. Palmitin- und Stearinsiure und 5 ccm Wasser 
wurden nach 5 Stunden folgende Synthesen erhalten: 


a a a! 6 a ake & eee, 
Palmitinsiure ....... . 14,6% 
ee ee ee A 


In diesem Falle waren die Unterschiede also noch viel starker und 
liefen etwa parallel mit der Emulgierbarkeit der Sauren. Genaueres ware 
aber hier nur nach Bestimmung der durchschnittlichen TeilchengréBe 
zu sagen. 

EinfluB der Emulgatormenge. 
Die Menge des Emulgators spielte je nach Art und Menge des Substrates 


eine verschiedene Rolle. Folgende Tabelle gibt eine Versuchsreihe wieder, 
in der die Konzentration des Desoxycholates 1/1, 1/59, 1/2 betrug (ver- 
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wendet wurden je 5ccm der Lésungen), die Menge der Olsaure war immer 
die gleiche, und zwar 5. 10-* Mol, vom Amylalkohol wurden 5. 10-* und 
5. 10-* Mol verwendet. 





1/100 150 120 mol Desoxycholat 
5.10-*Mol Amyl-Alkohol 17,3°% 18,0 % 16.2%] Synthese, auf Olsaure 
o.40 « = 28,6 % 40.0%, 44.8%]  berechnet 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB bei der geringeren Alkoholmenge 
die Variation des Emulgators ohne wesentlichen Einflu8 war, wahrend 
bei der zehnmal gréBeren Alkoholkonzentration die Vermehrung des 
Emulgators eine deutliche Steigerung der Synthese hervorrief. Es war 
also offenbar bei 5 . 10-4 Mol Amylalkohol die hier verwendete geringere 
Emulgatormenge bereits zur optimalen Emulgierung ausreichend, 
nicht aber bei 5. 10-* Mol Amylalkohol. Ebenso lieB sich eine gleich- 
gerichtete Abhangigkeit von der Menge des Emulgators bei der Glycerin- 
Olsdureveresterung erweisen. In einem Versuch mit 5ccm Wasser, 
5 . 10-3 Mol Glycerin und 5 . 10-4 Mol Olsaure ergab sich bei Verwendung 
von 0,05, 0,1 und 0,2 g Desoxycholat nach 4 Stunden, auf die Saure 
berechnet, eine Synthese von 3,3, 5,1, 7,6°,. 


Aktivitats-ps-Kurven. 

Die Abhangigkeit der Synthesegeschwindigkeit von der Substrat- 
konzentration konnte am Cetylalkoholmodell nicht untersucht werden, da 
Emulsionen von mehr als etwa m/10 Cetylalkohol sich nicht mehr gut 
handhaben lassen. Es muSten daher diese Untersuchungen mit Amyl- 
alkohol und Glycerin durchgefiihrt werden, trotz der Bedenken, die schon 
zu Anfang gegen quantitative Unter- 
suchungen mit Glycerin vorgebracht 12 —y 
wurden, und trotzdem mdglicherweise 
héhere Amylalkoholkonzentrationen fiir 
das Ferment nicht unschadlich sein 
konnten. Abb.3 gibt die Aktivitats- 
ps-Kurven der Olséure-Amylalkohol- 
synthese wieder, bei einer Desoxy- 
cholatkonzentration von m 50. Es ist 
méglich, daB der steile Abfall nach 
Erreichung des Gipfels bei der Kurve 
des Amylalkohols auf eine Vergiftung 
des Fermentes zuriickzufiihren ist. Doch 
verlauft die Kurve der Olséure ganz "2 +7 = ot 047 +G3 0 -G7 -1 
ahnlich, und es ist kaum anzunehmen. Fis Usture und Amylathateal 
daB in diesem Falle mit einer analogen Abb. 3 
Giftwirkung zu rechnen ware?. 

Nicht so durchsichtig sind die Ergebnisse bei dem entsprechenden 
Versuch mit einer Glycerinkonzentrationsreihe. In diesem Falle war die 





ccm ; KOH 





Amylalkoho 





2 Siehe auch P: Rona, R. Ammon u. Hi, Fischaold, diese Zeitschr. 241, 
468, 1932. 
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untere Grenze der Glycerinkonzentration bei etwa 0,7 mol gegeben, weil 
sonst die Umsatze zu klein und damit zu schlecht zu bestimmen waren. 
Ging man von da aus mit der Glycerinkonzentration bis auf 7,1 mol. hinauf, 
so war immer noch kein oberer Wendepunkt der Kurve erreicht, vielmehr 
zeigte sie sogar noch eine nach oben konkave Kriimmung. Aus der folgenden 
Tabelle ist das deutlich zu ersehen. 





P, Glycerin ..... + 0,14 — 0,12 — 0,63 — 0,85 
cem n/J> KOH... . 0,15 0,22 | 0,38 0,49 


Ein Versténdnis fiir dieses Verhalten ergibt sich erst, wenn man den 
EinfluB des Wassers auf die Synthesegeschwindigkeit in Rechnung zieht. 


EinfluB des Wassers. 


Hier sind verschiedene Fille zu unterscheiden. Bei der Synthese des 
Cetylalkohols mit den Sauren ist ein EinfluB des Wassers nicht wahrschein- 
lich, da sowohl der Alkohol wie auch die Séuren und der entstehende Ester 
in Wasser vollkommen unléslich sind. Das bei der Synthese entstehende 
Wasser wird also sofort aus dem Reaktionsraum hinausgedrangt und kann 
daher als gleichberechtigter Partner in dem Gleichgewicht Alkohol +- Saure 
= Ester + Wasser keine Rolle spielen. Das gleiche gilt entsprechend fiir 
das Wasser, das als Dispersionsmittel verwandt ist. In der Tat ergab sich, 
daB in einem Ansatz mit 5cem m/100 Oleat und 5. 40-4 Mol Cetylalkohol 
und Olsaéure eine Vermehrung des Wassers auf das Dreifache keinen EinfluB 
auf die Synthesegeschwindigkeit hatte. Immerhin ist hier der Einwand 
zu machen, da von vornherein die Wassermenge zu groB war, als da 
eine weitere Vermehrung des Wassers eine sichtbare Wirkung haben kénnte. 
Aber auch mit dem in Wasser gering léslichen Amylalkohol ergab sich in 
einem Ansatz von 5. 10-4 Mol Olsaure, 5. 10-? Mol Amylalkohol und 0,04 g 
Desoxycholat das eine Mal in Gegenwart von 0,3 cem, das andere Mal in 
Gegenwart von 5,3ccm Wasser in 4 Stunden die gleiche Synthese von 
16%, auf Saure berechnet. Einen Versuch iiber die Einwirkung des 
Wassers auf die Glycerin-Olsiureveresterung gibt die folgende Tabelle 
wieder. Der Ansatz bestand aus 5ccm Glycerin 31° Bé (Wassergehalt 
0.5%), 5. 10-4 Mol Olsaure und 0,1 g Oleat. Dazu kamen steigende Mengen 
von Wasser. Der Versuch war nach 20 Stunden beendet. 





eem Wasser: 0,2. 0,7 1,7 2,7 52 | 102 | 15,2 25,2 
T T 


Verhaltnis 


Wasser |(ilycerin , 1:25 1:7,1 1:2,9,1:1,8,1:0,96 1:0,49/ 1:0,83, 1:0,20 
Synthese in % der 
Siure ... . .| 144 30,9 263 | 210] 129 81 75 | 7,1 


Hier ist ein deutliches Maximum der Geschwindigkeit bei einem Wasser- 
gehalt von etwa 7% zu erkennen, dann sinkt die Synthesegeschwindigkeit 
ab und erreicht einen nahezu konstanten Wert bei einem Verhialtnis 
Wasser /Glycerin = 1 : 0,3 bis 1: 0,2. Bei diesem Modell ist also der EinfluB 
des Wassers ganz unverkennbar. Nur handelt es sich dabei um einen Alkohol, 
der mit Wasser in jedem Verhaltnis mischbar ist, und diese Versuche er- 
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lauben daher noch keinen bindenden SchluB auf die Verhaltnisse, die bei 
einem mit Wasser nicht mischbaren Alkohol vorliegen. Sie geben aber 
ein Verstandnis fiir das Verhalten der Aktivitiats-ps-Kurve bei der Olsaure- 
Glycerinestersynthese. Je héher die Glycerinkonzentration steigt, um so 
mehr sinkt der hemmende EinfluB des Wassers. Der Wendepunkt der 
Kurve wiirde daher bei einem Wassergehalt des Ansatzes von etwa 7 ‘ 
zu suchen sein. Dab also in diesem Falle die Kurve nicht von der Affinitat 
des Ferments zum Substrat beherrscht wird, braucht nicht auseinander- 
gesetzt zu werden. 


y 
0 


Ort der Reaktion. 


Diese Ergebnisse legen die Frage nach dem Orte der Reaktion nahe. 
DaB die GréBe der Oberflache fiir die Geschwindigkeit der Synthese von 
wesentlichem EinfluB ist, hat Sym! nachgewiesen. Nun arbeitete Sym 
vielfach mit sehr kleinen Oberflachen, so daB Austauschvorgéinge nur sehr 
langsam vor sich gehen konnten. Auch waren die Emulsionen, die er be- 
nutzte, nicht geniigend stabilisiert, da sie ohne Emulgator hergestellt 
wurden. Sym kommt auf Grund seiner Versuche zu dem Ergebnis, da®B 
das Ferment, zum Teil nicht wieder eluierbar, an der Grenzfliche Ol ‘Glycerin 
adsorbiert werde, und da® diese Grenzfliche als der Ort der Reaktion 
anzusehen sei *. 

Ein eigener Versuch mit grober Abstufung des Dispersionsgrades sei 
hier mitgeteilt. Es handelte sich um einen Ansatz, enthaltend 5 cem m/100 
Desoxycholat, 5. 10-4 Mol Olsaiure und Cetylalkohol. In Ansatz I wurde 
die Saéure mit dem Alkohol zusammen geschmolzen, dann die Emulgator- 
lésung zugegeben und das Ferment ohne weiteres Schiitteln; Ansatz II 
wurde nach Zusammengeben von Olsiure, Alkohol und Emulgator bis 
zum Schmelzen des Fettes erwarmt und dann kurz mit der Hand geschiittelt, 
so daB eine grobe Aufschwemmung von Oltropfen entstand; Ansatz IIL 
wurde in der iiblichen Weise im Brutschrank 3 Stunden geschiittelt. Die 
Synthese betrug nach 13 Stunden, auf die gleiche Menge Ammoniak- 
auszug berechnet, fiir Ansatz I 1,8°,, fiir Ansatz II 4,3, fiir Ansatz III 
43,5°,. Eine feinere Abstufung in der TeilchengréBe gestattet die schritt- 
weise Entmischung der Emulsion durch Elektrolyte. Ein Ansatz mit 
5eem m/50 Desoxycholat, 5.10-*Mol Olsiure und 5.10-* Mol Amyl- 
alkohol wurde durch Zusatz einer n/10 Ca Cl,-Lésung in verschiedenem Grade 
entmischt. Dabei wurden folgende Hemmungen der auf die Olsiure be- 
rechneten Synthese erhalten: 





CaCl, inmg... 0 0,55 1,1 2,75 5,5 11 22 
Hemmung in %. . 0 0 117 (17,8 57 63 63 


Bei Zusatz von 5,5 mg CaCl, war die Emulsion praktisch vollkommen 
entmischt, auf der Oberfliche schwammen klare Tropfen von Olsiure- 
Amylalkohol. Die Emulsion wurde in dem Versuch so hergestellt, dab 
alle ihre Bestandteile in das K6lbchen einpipettiert wurden, dann im Brut- 
schrank zusammen geschiittelt und zum SchluB das Ferment zugegeben 
wurde. Verandert man die Reihenfolge beim Zusammengeben der ver- 
schiedenen Komponenten, so kommt man zu folgenden Ergebnissen. (Von 


1 EB. A. Sym, Biochem. J. 24, 1265, 1930. 
2 Derselbe, diese Zeitschr. 258, 304, 1933. 
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dem CaCl, wurde in den nachsten Versuchen immer 11 mg = 2 ccm der 
n/10 Lésung verwendet, da diese Menge mit Sicherheit eine maximale 
Hemmung hervorrief.) Gibt man das CaCl, zu dem System, nachdem das 
Ferment kiirzere oder langere Zeit mit dem Substrat in Beriihrung gewesen 
ist, so vermindert sich die Hemmung von 63 auf 32°. Dabei ist es gleich- 
giiltig, ob dieser Kontakt etwa 1 Minute oder 1 Stunde dauert, das Ergebnis 
ist dasselbe. Das heiBt also, daB sich die Hemmung vermindert, wenn 
die Entmischung der Emulsion erst nach einigem Kontakt des Ferments 
mit dem Substrat eintritt. Wenn es sich hier darum handelte, daB das 
ganze Ferment an der Oberflache der Oltropfen adsorbiert ware, so miiBte 
sich bei nachtraglicher vollkommener Entmischung wieder die Hemmung 
von 63°, ergeben, denn die Oberflachen sind in beiden Fallen die gleichen. 
Da die Hemmung bei nachtraglicher Entmischung aber nur etwa die Halfte 
betragt wie bei vorheriger Entmischung, so ist die Annahme begriindet, 
daB ein Teil des Ferments, auf dessen Gr6éBe hier aber keine Schliisse 
gezogen werden sollen, sich nicht an der Oberfliache der Tropfen adsorbiert, 
sondern in ihnen gelést befindet. Versucht man weiter zu differenzieren, 
in welchem der beiden Partner der Synthese sich das Ferment lést, so ergibt 
sich, daB die Lésung in der Olséure und nicht in dem Amylalkohol vor sich 
geht. So bleibt z. B. nach Anderung der Alkoholmenge um das Zehnfache 
bei gleicher Saiuremenge die Hemmung unverandert. Andererseits gelingt 
es, eine Hemmung von 58 %, also in der GréBenordnung der genannten 63 °,, 
dadurch zu erzielen, daB man nach beliebig langem Kontakt des Ferments 
mit dem emulgierten Alkohol CaCl, vor dem Zugeben der Saure einpipettiert. 
Mit diesen Ergebnissen ist die Frage nach dem Orte der Reaktion in der 
Emulsion zweifellos noch nicht geklart. Es bleiben noch Liicken, weshalb 
z. B. in einem Ansatz vollkommen ohne Emulgator bei Verwendung des 
gleichen Ammoniakauszuges wie bei den obigen Versuchen noch eine 
Synthese von etwa 25°, der maximalen zu erzielen ist. Hierbei spielt 
zweifellos die Beschaffenheit des Ammoniakauszuges eine Rolle. Denn 
bei einem sonst gleichen Ansatz betrug mit einem anderen Auszug bei 
Fehlen des Emulgators die Synthese nur etwa 7,5°%, derjenigen in Gegen- 
wart des Emulgators. Zweifellos ist aber nachgewiesen, da8 fiir einen 
betrachtlichen Anteil der Synthese nicht die Oberflache, sondern das Innere 
der Oltropfen als Ort der Reaktion anzusehen ist. 


Weitere Versuche tiber Entmischung durch Elektrolyte. 


Ebenso wie mit CaCl, ist es mit LaCl, méglich, die Emulsionen zu 
entmischen und auf diese Weise die Synthese zu hemmen, nur ist das La(C}, 
mit seinem dreiwertigen Kation viel starker wirksam als das CaCl,. Folgende 
Tabelle gibt einen Versuch mit 5cem m/50 Desoxycholat, 5. 10-4 Mol 
Olsiure, 5. 10-* Mol Amylalkohol und variierten Mengen von n/10 Lésungen 
von CaCl, und LaCl, wieder. Dauer des Versuchs 4 Stunden. 





Ohne +05cem +10ecem +0,05ecem +0,l ecm + 0,2 cem 


Zusatz CaCl, CaCl, LaCl3 LaClz LaCls 
Synthese . . . | 284% 18,1% 133% | 242% | 14.7% 14,0°, 
Hemmung. . . -- 35,8 % 53°, 14,8 % 48,1°, 50,6 % 


Das La(Cl, erweist sich hier also, bei Verwendung aquivalenter Mengen, 
als fiinf- bis zehnmal wirksamer als das CaCly. 
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Diese gleichartigen Ergebnisse waren bei Verwendung von Oleat als 
Emulgator nicht immer zu erzielen. Bei Zusatz der Salze zu den Emulgator- 
lésungen bildeten sich sofort dichte Niederschlage der entsprechenden 
Salze der Olsdure. Aus den bekannten Untersuchungen von Wéillstdtter! 
ist die Férderung der lipatischen Wirkung bei der Spaltung durch Adsorption 
von Ferment und Substrat an die Flocken bekannt. In Ubereinstimmung 
damit konnte auch in einigen Versuchen mit Oleat als Emulgator eine 
Beschleunigung der Synthese durch Ca” und La™ nachgewiesen werden, 
wie es die folgende Tabelle zeigt. 


Ansatz: 5cem m_ 50 Oleat, 5. 10-4 Mol Olsaure, 5. 10-* Mol Amy!- 
alkohol, dazu n 10 CaCl, und La Cls. 





Ohne Zusatz +0,5ecm CaCl, +1,0cem CaCl, +0,1 cem Lal 
Synthese : 23,2 % 34.0% 35,4 °, $1,2 % 
Forderung . — 46,3 % 488% 34.4% 


Doch wurde bei Verwendung anderer, vor allem ganz frischer Ausziige, 
auch in Gegenwart von Oleat mit CaCl, und LaCl, Hemmung erhalten, die 
aber nie so stark war wie in dem zugleich angesetzten Versuch in Gegenwart 
von Desoxycholat. Bei einem entsprechenden Ansatz wie dem eben an- 
gefiihrten wurde mit einem ganz frisch hergestellten Auszug folgendes 
Ergebnis erhalten: 





Emalgator: Oleat Desoxycholat Oleat Desoxycholat 
eem n 10 CaCl: 0 0 1,0 1.0 
Synthese ...... 57% 57 % 36°, 14.5 % 
Hemmung. . aa 87 % 74°, 


Der Grund fiir die verschiedenartige Wirkung der Salze in Gegenwart 
des Oleats ist jedenfalls in der Beschaffenheit der Ammoniakausziige zu 
suchen, die schon bei der Herstellung niemals ganz gleichmaBig ausfallen 
und auch bedeutende Alterungserscheinungen zeigen. 


EinfluB von Nichtelektrolyten. 


Im AnschluB an die Versuche iiber den EinfluB von zwei- und drei- 
wertigen Ionen wurden auch einige Nichtelektrolyte in ihrer Wirkung auf 
die Synthese untersucht. vor allem, um einen Aufschlu8 tiber Regulations- 
moéglichkeiten der Synthese im Organismus zu erhalten. Denn so grohe 
Entmischungen wie die mit Ca” und La™ erzielten sind dort nicht méglich: 
sie wurden sehr schnell den Tod der Zelle zur Folge haben. 


Eieralbumin hemmt die Olsaéure-Amylalkoholveresterung sehr stark. 
Dabei ist es aber nicht gleichgiiltig. ob das Eieralbumin mit den tibrigen 
Bestandteilen der Emulsion zusammen im Brutschrank geschiittelt wird 
oder ob er erst der fertigen Emulsion zugesetzt wird. Das zeigt der folgende 
Versuch. 


1 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125. 93, 1923. 
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Ansatz: 5cem m/50 Desoxycholat, 5. 10-4 Mol Olséure, 5. 10-° Mol 
Amylalkohol, I. + 3 cem Wasser, II. + 3 cem 0,84 % ig. Eieralbuminlésung, 
mit dem ubrigen Ansatz I Stunde geschiittelt, III. + 3cem 0,84 jig. 
Kieralbuminlésung, nach dem Schiitteln der fertigen Emulsion zugesetzt. 
Synthese nach 4 Stunden. 





4 I. II. Ill 
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Synthese ... 52,2% 29.3% 47,9 % 
Hemmung.. . 44% 85% 


Durch dieses Ergebnis wurde die Annahme nahegelegt, daB es sich bei 
der sehr starken Hemmung im Ansatz II darum handeln kénnte, daB das 
Eieralbumin, das in wisserigen Lésungen beim Schiitteln bekanntlich 
denaturiert wird und ausflockt, bei dieser Ausflockung entweder die Ol- 
kiigelchen adsorbiert oder einhiillt, jedenfalls aber die Bindung des Ferments 
‘3 mit dem Substrat behindert und diese Behinderung erst auf Grund seiner 
‘: Zustandsanderung geschieht. Die Hemmung im Ansatz II] war geringer, 


i 
a . . . 
+ weil die Hemmung des durch Schiitteln ausgeflockten Albumins wegfiel. 


Hi Fin Rest war aber noch vorhanden, und zu seiner Erkléirung wurde an- 





genommen, daB auch ohne Schiitteln eine geringere Menge des Albumins 
an die Oberflache der Ol-Alkoholkugeln adsorbiert und durch die Wirkung 
des Amylalkohols denaturiert und niedergeschlagen wurde. Wenn diese 
Annahme richtig war, so muBte bei Verwendung der gleichen Saure, aber 
eines anderen Alkohols, der das Eiwei®B nicht denaturiert, die Hemmung 
nach Schiitteln erhalten bleiben, die Hemmung ohne Schiitteln jedoch 
wegfallen. Das zeigt der folgende Versuch. 

Ansatz: 5cem m/50 Desoxycholat, 5.10-4Mol Olsiure und Cetyl- 
alkohol, I. + 3cem Wasser, II. + 3 cem 0,85%ig. Eieralbuminlésung, mit 
‘ dem iibrigen Ansatz geschiittelt, III. + 3 cem 0,85%ig. Eieralbuminlésung, 

nach dem Schiitteln zu der Emulsion zugegeben. Abnahme nach 4 Stunden. 
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H Synthese ... 33,2 % 29,8 % 85% 
“a Hemmung.. . 12% —5% 
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Ansatz II zeigt in der Tat eine Hemmung von 12% gegen Ansatz I, 
Ansatz III sogar eine geringe Férderung. Eieralbumin allein erwies sich 
als ein schlechter Emulgator im Vergleich zu Oleat und Desoxycholat. 
Saponin (1% ig. Lésung von Saponinum albiss. Merck) stabilisierte die 
cmulsionen ebenfalls schlecht. Dagegen war es imstande, in einer Menge 
von 10mg zu einem der iiblichen Syntheseansitze von Olsiure, Amyl- 
alkohol und Desoxycholat zugesetzt, die Synthese um etwa 20% in 
4 Stunden zu beschleunigen. Eine genauere Analyse der férdernden Wirkung 
wurde nicht vorgenommen. 


Auch der Einflu8 von Cholesterin auf die Veresterung wurde untersucht. 
Hier war ein hemmender Einflu8 deshalb zu erwarten, weil das Cholesterin 
die Lipasen adsorbiert und auf diese Weise unwirksam macht. In einzelnen 
Versuchen gelang es, mit 20 mg Cholesterin, das neben den tibrigen Bestand- 
teilen des Ansatzes emulgiert wurde, die Olsiure-Amylalkoholveresterung 
bei Verwendung der iiblichen Mengen von Saéure, Alkohol und Emulgator 
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um 18°, zu hemmen (Gesamtsynthese 47°, in 4 Stunden). Wurden die 
Ansatze in anderer Weise hergestellt, naimlich unter AusschluB von Wasser, 
derart, daB Olsdiure und Cholesterin in einem gréBeren Volumen von Amyl- 
alkohol gelést und die Synthese durch Zusatz von Pankreastrockenpulver 
katalysiert wurde, so konnte niemals eine Hemmung durch Cholesterin 
nachgewiesen werden. Es scheint sich also tatsaéchlich bei der Hemmung 
durch das Cholesterin um eine Adsorption eines Teiles des Ferments zu 
handeln. Damit tibereinstimmend war es auch unmdglich, das Cholesterin 
in wasseriger Emulsion mit Olsiure fermentativ zu verestern. 


Zusammenfassung. 

Es ist méglich, Cetylalkohol, Amylalkohol und Glycerin mit Olsiure, 
Palmitinsiure und Stearinsdiure in wiasserigen Emulsionen bei Gegen- 
wart von Natriumoleat und Desoxycholat durch Ammoniakausziige 
von Schweinepankreas zu verestern und in kurzfristigen Versuchen 
gute Synthesegrade zu erhalten. 

Die Versuchsbedingungen (Verwendung wasseriger Ausziige zur 
Synthese an Stelle der bisher meist verwendeten Trockenpulver, Ar- 
beiten in wasserigem Milieu und bei schwach alkalischer Reaktion, 
Benutzung von fordernden und hemmenden Stoffen, die im Organismus 
vorkommen) stellen eine bessere Anpassung an die wahren physiologi- 
schen Verhaltnisse dar, als es bisher méglich war. 

Bei geringen Synthesegraden besteht eine direkte Proportionalitit 
zwischen Zeit und Umsatz sowie Fermentmenge und Umsatz. Das bei 
der Veresterung entstandene Cetylpalmitat wurde aus einem Ansatz 
isoliert und durch Schmelzpunkt und Verseifungszahl identifiziert. 

Die Synthesegeschwindigkeit war bei Verwendung von Desoxy- 
cholat als Emulgator immer gréBer als bei Oleat. Diese Cberlegenheit 
war am stirksten bei der Synthese von Cetyloleat. 

Vermehrung der Emulgatormenge steigert die Veresterungs- 
geschwindigkeit in einem gewissen Umfang. 

Die Aktivitats-p.-Kurven der Amyloleatsynthese werden mit- 
geteilt. Das Wasser war bei der Veresterung von Cetyl- und Amyl- 
alkohol ohne EinfluB, dagegen férderte es bis zu einer Konzentration 
von etwa 7°, die Veresterung des Glycerins mit Olsiure und hemmte 
sie in gréBeren Konzentrationen. 

Als Ort der Synthese ist bei der Amyl-Oleatbildung zum Teil die 
Oberflache, zum Teil das Innere der Olkugeln anzusehen. 

Drei Mechanismen der Synthesehemmung werden nachgewiesen: 
1. Hemmung durch Entmischung der Emulsion durch Elektrolyte. 
2. Hemmung durch Albuminhaiute um die Olkugeln. 3. Hemmung 
infolge von Adsorption des Ferments an Cholesterin. 
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Uber die inneren Strukturinderungen des Eieralbumins 
bei der Denaturation. 


Von 


A. von Kathy. 


(Aus dem Physiologischen und allgemeinen Pathologischen Institut der 


Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 27. Januar 1933.) 


Seit den Untersuchungen von Knaggs, Schryver, Thinman, Buston 
und Kernat (1) ist es wohl bekannt, daB relativ maBige Einwirkungen, 
so z. B. die Behandlung mit kalter, verdiinnter Saiure oder Lauge tief- 
greifende Verainderungen in der inneren Struktur der Proteine ver- 
ursachen kénnen. Diese Beobachtungen konnte ich in einer Versuchsreihe 
iiber die Wirkung oberflichenaktiver Stoffe auf das Kollagen vollig 
bestatigen (2). Rufen schon so schwache Agenzien, wie die erwahnten, 
in dem Bau des EiweiBes so michtige Verainderungen hervor, um so 
mehr kann die Denaturation, die ja die meisten Eigenschaften der EiweiB- 
stoffe véllig umandert, eine recht erhebliche Strukturumgestaltung 
des Molekiils mit sich ziehen. Was den naheren Mechanismus dieses 
Vorganges betrifft, sind wir noch ziemlich wenig unterrichtet. 


Allerdings wei8 man schon, daB der lyophile bzw. hydrophile Charakter 
des Proteins in einen hydrophoben iibergeht, wobei die Rotationsdispersitat 
[Spiegel-Adolf (3)] bzw. das spezifische Drehungsvermégen [Holden und 
Freeman (4) u. a.] der Substanz zunimmt und auch das Séure- und Lauge- 
bindungsvermégen sich verindert, woraus man schon lange auf bedeutende 
Anderungen der chemischen Struktur geschlossen hatte. Da® diese Um- 
gestaltung tatsiéchlich zustandekommt, wurde meines Wissens erst von 
Todokoro und Joshimura (5) in direkter Weise bewiesen. Diese Autoren 
konnten zeigen, daB bei der Hitze- und Kaltedenaturation des Oryzenins 
und des Glycinins die Menge des freien Amino-N, des Amid-N, des Histidin-N 
und des Arginin-N zunimmt, wihrend die des Lysin-N abnimmt. Auf 
die Theorien, die auf diesen und noch einigen anderen wenigen Tat- 
sachen aufgebaut sind, will ich hier nicht eingehen, es soll nur betont 
werden, daB zur Zeit noch keine von ihnen experimentell einwandfrei 
bewiesen ist. Im folgenden sind meine Versuche beschrieben, durch welche 
ich einige weitere Beitrage zur Klérung dieses Problems zu gewinnen ge- 
dachte. Als denaturierende Agenzien werden zur Zeit betrachtet: Warme, 
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Kalte, gewisse Arten von Strahlen, Adsorption an Grenzflachen, mecha- 
nische Einwirkungen (Schiitteln), sowie auch chemische Eingriffe, wie 
die Wirkung von relativ starken Saéuren und Basen, gewisse organische 
Stoffe, wie Alkohol, Aceton usw., die Wirkung von Harnstoff und, ver- 
wandten Stoffen [Hopkins (6)] aber auch die von KJ, KCNS und salicyl- 
saurem Na [Ansom und Mirsky (7)]. 


In einer besonderen Vorversuchsreihe wurde die denaturierende 
Fahigkeit einer langen Reihe von verschiedenen organischen Salzen 
auf Grund der Intensitat der Hopkinsschen Reaktion auf frisches 
Eiklar und auf Eieralbumin untersucht. Eine positive Reaktion 
erhielt ich bei den Na-Salzen der gesattigten Fettsiurereihe, bis zum 
zwolften Gliede, besonders stark bei der Capron- und Caprylsaure, bei 
den Na-Salzen der Phenylessig-, Phenylpropion-, Benzolsulfon- und 
Zimtsaiure, der Hippur-, Phthal-, Oxal-, Citronen- und Weinsaure. 
Unwirksam erwiesen sich benzoesaures und milchsaures Na, sowie die 
Glieder der gesattigten Fettsiurereihe tiber das 14. Glied und 6lsaures Na. 
Da bei keinem der untersuchten Stoffe eine starkere Reaktion erhalten 
wurde als bei den bereits bekannten Agenzien, wurden bei den eigent- 
lichen ‘Denaturationsversuchen letztere verwendet. 


Da nach den Untersuchungen von Spiegel- Adolf (1. ¢. 8. 3) und von 
Hsien-Wu (8) Hitze- und Alkoholdenaturation mit einer bestimmten 
Wahrscheinlichkeit als analoge Vorginge betrachtet werden kénnen, 
sind die hauptsaichlichen Denaturationsarten durch Anwendung von 
einigen charakteristischen Agenzien untersuchbar. Als Vertreter der 
alkoholartigen Denaturierungsmittel dienten in meinen Versuchen 
Athyl- und Propylalkohol, sowie auch Aceton, als der der Salzdena- 
turation KCNS und als die der Harnstoffgruppe Harnstoff und 
Athylurethan. 


Die Versuche sind wie folgt ausgefiihrt worden. Aus Eieralbumin 
(puriss. Merck), das nach Hopkins und Pincus wiederholt gereinigt wurde }, 
wurde eine 5° ige Lésung hergestellt, je 20 cem der Lésung bei Zimmertempe- 
ratur mit KCNS, Harnstoff bzw. Urethan gesattigt, im Vakuumexsikkator 
moglichst eingeengt und 24 Stunden lang stehengelassen. Am _ niichsten 
Tage wurden die entstandenen Gele mit viel Wasser, wozu 1°) (NH 4)gSO,4 
zugefiigt wurde, verrieben, das Wasser auf 750 cem aufgefiillt und nach 
3 Stunden durch einen Gooch-Tiegel filtriert und so lange mit Wasser nach- 
gewaschen, bis die Waschfliissigkeit keine Reaktion mehr auf die dena- 
turierenden Agenzien bzw. auf Sulfat gab. Endlich wurde noch so viel Wasser 
durch das Filter gegossen, daB das Volumen des verwendeten Wassers | Liter 
betrug. Der auf dem Filter gebliebene unlésliche Riickstand wurde zuerst 
im Vakuumexsikkator getrocknet, bis er vollkommen trocken anzufiihlen 
war und endlich im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz bei 40° auf- 
bewahrt. Danach wurde der Riickstand gewogen. wodurch der Prozent- 


1 Das Praiparat wurde so lange gereinigt, bis bei zwei nacheinander- 
folgenden Reinigungen der Amino-N-Wert keinen Unterschied mehr aufwies. 
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satz der Denaturation bestimmt wurde. Falls das denaturierende Agens 
eine Fliissigkeit war, also beim Athyl- und Propylalkohol und Aceton, verfuhr 
ich so, daB ich zu 20cem einer 5%igen Eieralbuminlésung 50 cem der 
genannten Fliissigkeiten zugab und nach 24stiindigem Stehen die Lésungen 
wie oben behandelte. 

Am nativen Eieralbuminpraparat, sowie an den denaturierten 
Produkten wurden nun zwecks Feststellung der eingetretenen Anderun- 
gen die Bestimmung der Hausmann-Zahlen mit der von Thinman (9) 
beschriebenen Mikromethode ausgefiihrt. |Bestimmt wurde dabei 
1. Gesamt-N, 2. Amid-N, 3. Humin-N, 4. durch Phosphorwolframsaure 
fallbarer basischer N (Diaminosauren), 5. Amino-N und 6. Nicht-Amino-N 
im Filtrat der basischen Aminosauren. 


Die Ergebnisse gibt die Tabelle wieder. 


Hausmann-Zahlen der denaturierten Praparate. 





| Basischer 





Denaturiert | Gesamt-N Amid-N | (durch P. W.S. 
| gefillter) N 
90 9 9/5 5 
Natives Eieralbumin ... . —- 15,00 7,60 20.45 
Denaturiert durch KCNS. . 813 | 15,14 5,33 22.40 
- »  Harnstoff . 97,6 15,22 6,80 22.40 
a »  Urethan . 95,0 15,11 6,72 22,20 
“ » CgH,OH. 78,5 15,02 6,69 22.09 
Y » €3H;OH. 82,9 15,13 6,32 21,86 
* »  Aceton. . 74,7 15,21 6,53 21,50 
. » Hitze*. . —- 14,60 7,89 23,45 
Humid-N Amino-N Paar — a 

0 0 0 0 9% 9% 

Natives Kieralbumin . . . . 0,97 66,0) 4.98 3,41 
Denaturiert durch KCNS. . 842 | 6200 6,85 2.76 
- »  Harnstoff . 3,70 | 60.90 6,20 2,71 

és »  Urethan . 3.09 61,70 6,29 2,78 

= » CyH,OH. 2.99 62,15 6,26 2.79 

a » CsH;,OH. 3,09 61,80 7,12 2,80 

a »  Aceton. . 2,28 61,90 7,49 2.83 

‘s »  Hitzeo*.. 2,93 60,91 6,18 2,56 


* Entnommen aus der Arbeit yon Cherbuliez u. Wahl (Helvet. chim. acta. 8, 571, 1925). 


Aus der Tabelle ergeben sich nun folgende Verainderungen. Der 
prozentuelle Anteil an Humin-N nimmt zu, noch auffallender ist aber 
die Abnahme des Amino-N und die gleichzeitige Zunahme des basischen 
N. Die Anderung ist so groB, daB der Quotient Amino-N/basischer N 
von 3,40 rund bis 2,80 herabsinkt. Sehr bemerkenswert ist auch die 
Verminderung des Amid-N sowie auch die Zunahme des Nicht-Amino-N 
im Filtrat der basischen Aminosauren. 
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Die Resultate bestatigen erstens die Annahme von Spiegel-Adolf 
und Hsien-Wu, daB Hitze- und Alkoholdenaturation vollkommen 
analoge Vorgiinge sind; auf Grund der recht guten Ubereinstimmung 
der Analyse der sieben verschiedenen Denaturierungsprodukte kann 
sogar angenommen werden, daB die Denaturation zu demselben End- 
produkt fiihrt, auch wenn sie auf verschiedenem Wege herbeigefiihrt 
wird. Die Anderung, welche das Molekiil dabei erleidet, mu8 ziemlich 
tiefgreifend sein, und die zwei letzten Beobachtungen, namlich 
die Verminderung des Amid-N und die Zunahme des Nicht-Amino-N 
kénnen endlich als eine Stiitze der von Pauli und von Spiegel-Adol/ 
vertretenen Ansicht dienen, daB nimlich die Denaturation des Proteins 
mit der Bildung von inneren Anhydriden und mit Ringschliissen ver- 
kniipft ist. 

Zusammenfassung, 

1. Es wurden die Strukturinderungen des Eieralbumins, die es 
bei der Denaturation erleidet, durch Bestimmung der Hausmann- 
Zahlen untersucht. 

2. Die Resultate weisen auf tiefgreifende Anderungen im Molekiil. 
Diese Anderungen werden als Stiitze fiir die Annahme betrachtet, daB 
bei der Denaturation innere Anhydride entstehen und Ringschliisse 
zustande kommen. 

Literatur. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


XV. Mitteilung: 
Koazervation und Flockung der Typen 4 und 4— 1 beim Natriumarabinatsol. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und K. €. Winkler. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 27. Januar 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Herstellung des Na-Arabinats. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber weitere Unter- 
suchungen am Gummi arabicum-Sol, die an anderer Stelle ausfiihrlich 
ver6ffentlicht werden sollen, zum Teil jedoch fiir weitere in dieser Reihe 
beabsichtigte Mitteilungen von wesentlicher Bedeutung sind. Hauptziel 
war, die in der 7. und 8. Mitteilung beschriebenen! Erscheinungen an 
Natriumarabinatsolen zu wiederholen. Das in jenen Mitteilungen 
verwendete Gummi arabicum enthielt mehrere Kationen (haupt- 
sichlich Ca, daneben Mg, K, Na) und, wenn es auch nicht wahr- 
scheinlich ist, daB bei ihrer Ersetzung durch ein bekanntes mono- 
valentes Kation ein grundsétzlich anderes Verhalten bei den 
Koazervationstypen 4 bzw. 4-1 auftreten wiirde, so war dies doch 
zu prifen, 

Durch wiederholtes Umfallen der etwa 10° igen Sole des Ausgangs- 
produktes, in denen etwa 10°, Natriumchlorid gelést war, mit dem doppelten 
Volumen Alkohol und darauffolgende Entfernung des _ tiberschiissigen 
Kochsalzes (Auswaschen mit geeigneten Alkohol-Wassermischungen bis 
zum Verschwinden der Chlorreaktion) wurde praktisch caleiumfreies 
Natriumarabinat (Calciumgehalt weniger als !/s5. des Ausgangsmaterials) 
hergestellt. 


! Diese Zeitschr. 235, 185, 1931; 248, 115, 1932. 
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2. Das Umladungsdiagramm in biniren Gemischen Wasser—<Aceton. 


Mit den Solen daraus wurden die wichtigsten Versuche, die auch 
schon am calciumhaltigen urspriinglichen Gummi arabicum durch- 
gefiihrt waren, wiederholt (Mitteilung VII, auBer Abschnitt 3, und Mit- 
teilung VIII mit allen dort beschriebenen Versuchen), wobei keine wesent- 
lich anderen Ergebnisse erhalten wurden. Von ihrer Beschreibung 
wollen wir daher im allgemeinen absehen! und nur kurz auf den einzigen 
auffallenden Unterschiedspunkt, der jedoch nur quantitativer, nicht 
qualitativer Art ist, eingehen. Dieser betrifft hier das Umladungs- 
diagramm im biniren Gemisch Wasser-—Aceton. In der achten Mit- 
teilung (vgl .dort Abb. 3) biegt die Hexolkurve und die von etwa 
40 Vol.-°,, Aceton an mit ihr praktisch zusammenfallende Luteo- 
kobaltkurve stark nach unten hin ab. Das ist beim Natrium- 
arabinat, bei dem sie nur schwach abbiegt (vgl. Abb. 1), nicht der Fall. 


Ein weiterer Unterschiedspunkt besteht darin, daB die Umladungs- 
linie des Natriumchlorids betrachtlich nach oben hin verschoben ist. 
Im iibrigen liegen die absteigenden Aste der Luteo- und der Calcium- 
kurve praktisch gleich und nahern sich bei héheren Acetonkonzen- 
trationen wiederum asymptotisch der viel weniger stark abbiegenden 
Hexolkurve. 

Die aufgezihlten Unterschiede sind durchaus durch die Substitution 
der (hauptsichlich) Caleiumgegenionen der Doppelschicht durch Na- 
triumgegenionen zu erkliren. Bei 40°,, Aceton werden ja die Calcium- 
ionen bereits merklich angeheftet, und es tritt dann ein Wettbewerb 
mit den Hexol- bzw. Luteokobaltionen um die ionogenen Stellen auf, 
weshalb ihre Kurven beim calciumhaltigen Gummi arabicum-Sol 
stark abbiegen. Wenn dagegen nur Natriumionen als Gegenionen 
vorhanden sind, so ist, weil diese Ionen viel weniger angeheftet werden, 
nur ein weit geringeres Abbiegen zu erwarten. 

Die Verlagerung der Natriumchloridkurve nach den héheren 
Konzentrationen hin erklart sich ebenfalls durch die Entfernung der 
Calciumionen. Da letztere stairker angeheftet werden als die Natrium- 
ionen, handelt es sich beim ungereinigten Material eigentlich um eine 
Umladung mit Natriumionen, unterstiitzt durch Calciumionen, und 
erst beim Natriumarabinat tritt die wahre Umladung mit Natrium- 
chlorid hervor. Im iibrigen ist an sich nun die Tatsache, daB bei ge- 
niigendem Acetongehalt schon das ecinwirkende Natriumion umladen 
kann, wichtig, denn bei der Anheftung nur an die ionogenen Stellen 


1 Die Untersuchungen am Natriumarabinat sollen zu gelegener Zeit 
in der Reihe: Zur Kenntnis der lyophilen Kolloide in den Kolloidchem. Beih. 
ver6ffentlicht werden. 

29* 
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wire ein einwertiges Kation dazu nicht befihigt. Man muB also hier 
wohl annehmen, daB zwischen den ionogenen Stellen auch Adsorption 
erfolgen kann. In den vorangehenden Mitteilungen ist 6fters von dieser 
Angelegenheit die Rede gewesen und dieselbe dort weiter besprochen 


worden!, 





1V—~— 
: Abb. 1. 


Umladung des 0,085 °/, ig. Natrium- 
arabinats mit Hexolnitrat, Luteo- 
kobaltehlorid, Calciumchlorid und 
Natriumchlorid in Wasser und 
Wasser—Acetonmischungen. 
Ordinaten: Logarithmen der (schein- 
baren) _Umladungskonzentrationen 
(in Aquivalenten fiir 1 Liter). 
Abszissen: Mischungsverhiltnisse 
Aceton— Wasser in Vol.-°/, Aceton. 
Die unteren und oberen gestrichelten 


log Kone. 














| | SS Kurven geben die Lage fiir Hexol- 
| } “sy nitrat, CaCly bzw. Natriumchlorid 
| beim calcinumhaltigen 0,0872 9/9 ig. 
-4 L Gummi arabicum-Sol? wieder. 
a 0 WO : 


7] 
Vol. % Aceton 


3. Umladung mit Hexolnitrat und Solkonzentration. 


Auf dieselbe Weise, wie in Mitteilung IX und XIV beim Lecithin 
bzw. Natriumnucleinatsol ausfiihrlicher beschrieben® ist, wurde unter- 
sucht, wie die (scheinbare) Umladungskonzentration von Natrium- 
arabinatsolen von der Solendkonzentration abhingt. Es wurde auch 
hier wieder innerhalb der Versuchsfehlergrenze eine véllige Pro- 
portionalitaét gefunden. Aus dieser errechnet sich im Mittel, daB 
rund 710g Natriumarabinat zur Erreichung des Umladungspunktes 
ein Grammaquivalent Hexolionen binden. Nach einer Untersuchung 
von Thomas und Murray* betragt aber das Aquivalentgewicht der 
Arabinsdaure rund 1200. Diese Nichtiibereinstimmung der _beiden 
Zahlen veranlaBte uns zu weiteren Untersuchungen, iiber die in 
einer der niachstfolgenden Mitteilungen dieser Reihe _ berichtet 


werden soll. 


1 Diese Zeitschr. 235, 185, 1931, Abschn. 8; 248, 115, 1932, Abschn. 6; 
248, 335, 1932, Abschn. 5; 254, 15, 1932, Abschn. 3; 257, 62, 1933, Abschn. 5. 

2 VIII. Mitteilung, l.c. Versehentlich ist in den Unterschriften der 
dortigen Abb. 1, 2 und 3 diese Endkonzentration zu 0,109% angegeben. 
Wie aus der im Text mitgeteilten Zusammensetzung der Mischungen hervor- 
geht, betrigt sie aber 0,0872%. 

3 Diese Zeitschr. 248, 131, 1932; 257, 62, 1933. 

4 A, W. Thomas u. H. A. Murray, J. of phys. Chem. 82, 676, 1928. 
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4. Einflu8 von Neutralsalzen auf das kapillarelektrische Potential der 
Autokomplexkoazervattriépfchen. 
Das Auftreten von zwei Valenzreihen bei der Aufhebung durch 
Neutralsalze, nimlich: 
1—4 > 1—3 > 1—2 > 1—1 (Valenzreihe der Anionen), 
3—l1 > 2—1 > 1—1 (Valenzreihe der Kationen) 


zeigt an, daB beide Ionen eines Neutralsalzes kapillarelektrische La- 
dungen von entgegengesetzten Vorzeichen gemaB der Schulze-Hardyschen 
Regel herabsetzen. Offenbar hat die effektive Anziehung der Kolloid- 
teilchen, welche von diesen beiden Ladungen von entgegengesetztem 
Vorzeichen ausgeht, die Natur eines Produktes. 

Wenn nun ein zugesetztes Neutralsalz die eine Gruppe der kapillar- 
elektrischen Ladungen bevorzugt erniedrigt, so kénnte es nach auBen 
hin (bei der Kataphorese) zu einem Uberwiegen der anderen Gruppe 
(obwohl auch diese entladen wird) kommen. Man mu8 also erwarten, 
daB die kataphoretische Geschwindigkeit der Koazervattrépfchen 
durch hinzugefiigte Neutralsalze, bevor es noch zur Aufhebung kommt, 
beeinfluBt wird; ja, es besteht sogar die Méglichkeit eines Vorzeichen- 
wechsels bei der Kataphorese. Anzeichen dafiir fanden wir bereits 
in Mitteilung VII!. Da das kataphoretische Verhalten der Koazervat- 
trépfchen sich nicht nach dem Produkt, sondern nach der algebraischen 
Summe der Einzelladungen der Oberflaiche zu richten hat, miissen die 
oben genannten Neutralsalztypen sich nicht wieder in zwei Reihen, 
sondern nur in einer Reihe anordnen: 

(Relative Negativierung) 1—4...1—-3...1-2 
...1—l...2—1...3—1 (Relative Positivierung). 


Es sei noch besonders hervorgehoben, daB man von vornherein 
nicht aussagen kann, wie z. B. steigende Kaliumchlorid-(1-—1)konzen- 
trationen die kataphoretische Geschwindigkeit andern werden, nur daB 
das Kaliumsulfat usw. relativ zum Kaliumchlorid Negativierung, 
Calciumchlorid usw. relativ zum Kaliumchlorid Positivierung herbei- 
fiihren muB. 

Diese Reihe wird man weiter nicht nur bei noch negativen, sondern 
ebensogut bei mit wenig mehr Hexolnitrat schon positiv geladenen 
Koazervattrépfchen antreffen. Das Experiment bestitigte diese Er- 
wartungen (vgl. Abb. 2). 

Die obigen Uberlegungen fuBen auf der Annahme, da® die hinzu- 
gefiigten Neutralsalze die Besetzung des Teilchens mit Hexolionen nicht 
andern. (Es wird ja das Hexolkation aéuBerst stark adsorbiert, vgl. Abb. 3, 
das Kaliumion nur sehr schwach.) 


1 Diese Zeitschr. 235, 185, 1931, vgl. dort S. 194/95 und Abb. 5. 
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Besonders bei héheren Konzentrationen wird das wohl nicht mehr 
genau der Fall sein, und es ist vielleicht daraus zu erklaren, daB iiberhaupt 
alle Neutralsalze (also auch 2—1 und 3—1) eine absolute Negativierung 
bei den positiv geladenen Koazervattrépfchen hervorruten. 


a 





Abb. 2. 


Einfluls zugefiigter Neutral- 
salze auf die kataphoretische 
Geschwindigkeit urspriing- 
lich negativer (links) bzw. 
positiver (rechts) Koazervat- 
tripfchen. 


Geschwindigkeit 
y 
: 





(10 em Neutralsalzlisung 
von variierter Konzentra- 
tion + 10cem Hexolnitrat 
von 5,5 bzw. 6,5 Millidqui- 
valenten p. L. + 10 cem 
0,42 ° 9 Na-arabinatsol.) 


Kotophoretische 
8 














Ordinaten: kataphoretische 
Geschwindigkeit (auf halber 
Kuvettenhihe gemessen) in 
willkiirlich gewihlten Ein- 
heiten. Das —- bzw. +- 
Zeichen gibt eine Verschie- 
bung nack der Anode bzw. 
Kathode an. 


8 





Horizontale gestrichelte 

Linie = kataphoretische Ge- 

schwindigkeit ohne hinzu- 
gefiigtes Neutralsalz. 
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Abszissen: Logarithmen der 
Neutralsalzendkonzentra- 
tionen in Aquivalenten p. L. 


Katophoretische Geschminadighelt 








8 
| 














u 
~ 


109 Cieutralsalz 


o. Zusammenfassung. 


1. Die in der VII. und VIII. Mitteilung dieser Reihe beschriebenen 
Versuche am Gummi arabicum-Sol wurden mit Natriumarabinatsolen 
wiederholt, dabei aber keine wesentlich anderen Ergebnisse erhalten. 

Die dennoch vorhandenen quantitativen Unterschiede sind aus der 
Substitution der urspriinglichen (hauptsiachlich) Calciumgegenionen 
durch Natriumionen zu erklaren. 

2. Die zur Umladung in rein wiasserigem Milieu erforderliche 
Hexolionenmenge ist genau der vorhandenen Natriumarabinatmenge 
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proportional, unabhangig von der vorhandenen Wassermenge. Aus ihr 
errechnet sich eine reziproke Hexolzahl (= scheinbares Aquivalent- 
gewicht) von rund 700. 

3. Bevor es zur Aufhebung kommt, wird durch hinzugefiigte 
Neutralsalze die kataphoretische Ladung der Autokomplexkoazervat- 
trépfchen im allgemeinen beeinfluBt. Dabei ordnen sich die Neutralsalze 
aber nicht in zwei Valenzreihen (wie bei der Aufhebung), sondern nur 
in einer Reihe an: 


1—4, 1—3, 1—2, 1—1, 2—1, 3—1. 


Die Reihe gilt hinsichtlich ihrer relativen Negativierung (linkes Ende) 
bzw. relativen Positivierung (rechtes Ende) in bezug auf den Salztyp 1-1. 
Diese Sachlage war theoretisch zu erwarten. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


XVI. Mitteilung: 
Niheres iiber den Mechanismus der Anheftung entgegengesetzt geladener 
Ionen, besonders an die ionogenen Stellen der Micellen. 


Von 


H. G. Bungenberg de Jong. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 27, Januar 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den vorhergehenden Mitteilungen VII bis XV? haben wir Fille 
beschrieben der Koazervation eines hydrophilen Sols mit héhervalenten, 
entgegengesetzt geladenen Ionen (ja selbst mit niedrigervalenten, 
falls durch vorhandene geeignete Nichtelektrolyte ein geniigender 
Desolvatationszustand vorliegt, oder aber auch, wenn es sich um sehr 
stark adsorbierbare, entgegengesetzt geladene Ionen handelt), wobei 
das Koazervat alle Eigentiimlichkeiten eines Komplexkoazervates 
aufweist, obwohl nicht zwei entgegengesetzt geladene Kolloide, sondern 
nur eins vorhanden sind. 

Dadurech wurden wir zu der Vorstellung gezwungen, daB die ent- 
gegengesetzt geladenen Jonen im Innern der Doppelschicht angelagert 
werden kénnen, in der Weise, daB ein Ladungsgegensatz an ein und 
demselben Teilchen entsteht. Abgesehen von den monovalenten und 
den stark adsorbierbaren entgegengesetzt geladenen Ionen scheinen 
dieselben vorzugsweise an die ionogenen Stellen des Teilchens angeheftet 
zu werden; denn es werden unter gewissen giinstigen Bedingungen die 
zur Umladung erforderlichen Mengen der polyvalenten Kationen 
(Hexol-, Luteokobalt- und Calciumion) praktisch unter sich aquivalent. 
Die Entstehung eines Ladungsgegensatzes ist nun mit polyvalenten 
Ionen méglich, wenn sie bei ihrer Anheftung an die ionogenen Stellen 
nicht eine ihnen aquivalente Anzahl ionogener Stellen beanspruchen, 
sondern eine gewisse Anzahl frei lassen und dann selbst zu neuen Zentren 
einer nunmehr lokalisierten kapillarelektrischen Ladung werden?. Aus 


1 Diese Zeitschr. 235, 185, 1931 (VII. Mitteilung); 248, 115, 131, 309, 
335, 1932 (VILLI. bis XI. Mitteilung); 254, 15, 35, 1932 (XII und XIII. Mit- 
teilung); 257, 62, 1933 (XIV. Mitteilung); 259, 436, 1933 (XV. Mitteilung). 

2 Vgl. ebenda 235, 174, 1931, Schema Abb. 3. 








den 
sich 
und 


Um 
gew 


gese 
Glei 


ode! 
pro: 


der 
selk 
gele 
gew 


kon 
des: 
hab 
lad 
die 
anh 
In 


sac] 


Aus 
aqu 
tion 
keir 


stei 


0,5 
chle 


tiin 
—] 


dies 


Ty} 











H. G. Bungenberg de Jong: Komplexkoazervation. XVI. 443 


dem vorhandenen Versuchsmaterial geht nun weiter hervor, daB es 
sich grundsitzlich um ein Gleichgewicht zwischen angelagerten Lonen 
und frei im Dispersionsmittel vorhandenen Ionen handelt. 

Bisher sammelten wir nur Erfahrungen iiber die Verhaltnisse beim 
Umladungspunkt, die erkennen lieBen, daB die Lage des obigen Gleich- 
gewichtes abhangig ist von folgenden drei Faktoren: 

1. Der Natur der Kolloidsubstanz. 

2. Der Natur, und zwar vor allem anderen der Valenz. des entgegen- 
gesetzt geladenen Ions. (Je héhervalent das lon ist, um so niedriger ist die 
Gleichgewichtskonzentration beim Umladungspunkt. ) 

3. Der Natur des Dispersionsmittels. (Beim Hinzufiigen von Aceton 
oder Alkohol werden die Gleichgewichtskonzentrationen erniedrigt, und zwar 
prozentual fiir lonen von verschiedener Valenz um etwa den gleichen Betrag.) 

In der vorliegenden Mitteilung werden wir uns aber besonders mit 
der Frage beschaftigen, wie im allgemeinen die Natur des Gleichgewichtes 
selbst ist (also bei Konstanz von Kolloidsubstanz, entgegengesetzt 
geladenem Ion und Dispersionsmittel, dagegen bei Variation der Gleich- 
gewichtskonzentration). 

Vorteilhaft kniipfen wir die folgenden Erérterungen an ein 
konkretes Beispiel an; wir waihlen dafiir das Natrium-Hefenucleinatsol, 
dessen Autokomplexflockung wir in der Mitteilung XIV* beschrieben 
haben. Diese Wahl hat den Vorteil, daB die Flockungs- und Um- 
ladungsverhiltnisse bei diesem Beispiel derart liegen, das daraus 
die Natur der uns _ interessierenden Beziehung zwischen Ionen- 
anheftung und Gleichgewichtskonzentration unschwer abzuleiten ist. 
In rein wasserigem Milieu waren naimlich bei diesem Sol vier Tat- 
sachen besonders auffallend: 

1. Hexolnitrat und Luteokobaltchlorid zeigen praktisch aquivalente 


Ausflockung. 
2. Hexolnitrat ladet glatt um, Luteokobaltchlorid selbst bei 100 Milli- 


aiquivalenten noch nicht. 

3. Bis zum und beim Umladungspunkt ist die Gleichgewichtskonzentra - 
tion der Hexolionen verschwindend gering, dariiber hinaus werden nahezu 
keine weiteren Hexolionen angeheftet, und die Gleichgewichtskonzentration 
steigt daher rasch an. 

4. Die Erdalkalichloride zeigen ein Flockungsoptimum bei etwa 
0,5 n, wahrend bei diesem Optimum keine Umladung erfolgt; die Alkali- 
chloride zeigen keine Ausflockung. 

Wir werden zeigen, daB nunmehr auch manche weitere Eigen- 
tiimlichkeiten des Koazervations- bzw. Flockungstypus 4 bzw. 4 
—1** ihre Erklarung finden. Dabei méchten wir mit einer wesentlich 

*1.c. Weiter im Text wird zwischen Klammern fortwahrend auf 
diese Abhandlung verwiesen. 

** Fiir eine Einteilung der Koazervation bzw. Ausflockung in vier 
Typen vgl. Mitteilung VIII. 
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vereinfachten Darstellung des Zusammenhanges zwischen Umladung 
bzw. Instabilitatsgrenze und lonenbesetzung anfangen (a —e), da 
diese zur Einfiihrung den Vorzug einer gréBeren Cbersichtlichkeit hat. 
Die Vereinfachung besteht darin, daB jener Zusammenhang als ein 
direkter Zusammenhang aufgefaBt wird, so daB die effektive gegen- 
seitige Teilchenanziehung nur als eine elektrostatische (der Innenbelage 
der Doppelschicht) aufgefaBt wird. Wie in allen vorhergehenden Mit- 
teilungen nachdriicklich betont wurde, ist eine solche Auffassung zu 
einfacher Art. Die effektive gegenseitige Teilchenanziehung ist im 
Wesen kapillarelektrischer Natur. Die Abi&inderungen, die dadurch in 
der anfangs verwendeten vereinfachten Darstellung notwendig_ sind, 
sollen am SchluB (f — &) mit beriicksichtigt werden. 


a) Relative Besetzung und Gleichgewichtskonzentration. 


Wir denken uns also vorliufig das Kolloidteilchen entbl6Bt von 
seinen Gegenionen. Es wird dann die Gesamtladung des Teilchens nach 
auBen hin kompensiert sein, wenn eine aquivalente Besetzung mit 
entgegengesetzt geladenen Ionen vorliegt (auf je sechs monovalente 
ionogene Stellen sind also ein sechswertiges, zwei dreiwertige, drei 
zweiwertige bzw. sechs einwertige entgegengesetzt geladene Ionen an- 
gelagert). Bezeichnen wir eine willkiirliche Besetzung mit B, die aqui- 
valente mit By, so tritt also Ladungskompensierung ein, falls die relative 
Besetzung B/B, = 1 ist. Fiir den AnschluB an die bisher vornehmlich 
untersuchten Beispiele von Autokomplexkoazervation sei hier der Fall 
weiter erértert, daB die ionogenen Stellen negativ geladen sind. 

Bei jeder anderen relativen Besetzung als der aquivalenten wird 
das Teilchen entweder als Ganzes negativ (B/B,< 1) oder positiv 
(B’B, > 0) sein. Indes ist nach diesem Mechanismus nur Umladung 
mit polyvalenten Ionen, nicht mit monovalenten zu erzielen. Auch 
hierauf kommen wir unten (d) zuriick. Es gehért nun zu jeder relativen 
Besetzung eine Gleichgewichtskonzentration, Cy, der im Dispersions- 
mittel vorhandenen freien Ionen, und unsere Aufgabe ist es, auf Grund 
der experimentellen Befunde etwas naiher auf diesen Zusammenhang 
[aiso B/B, = {(C\y)] einzugehen. Vergegenwartigt man sich, daB man 
die Anheftung auch als eine Art Adsorption (nimlich an die ionogenen 
Stellen) auffassen kann, so wird damit ein ahnlicher Zusammenhang 
zwischen B/B, und Cy, wabrscheinlich. 


b) Das Verhalten des Natriumhefenucleinatsols im rein wiasserigen Milieu. 


Die bis jetzt gesammelten Erfahrungen lassen erkennen, da 
beim Umladungspunkt (B/B, = 1) die Werte Cy nicht nur von der 
Natur der Kolloidsubstanz und der Zusammensetzung des Dispersions- 
mittels, sondern vor allem auch von der Valenz des anhaftenden Ions 
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abhangig sind. In Schema I, Abb. 1, sind fiir ein sechs-, drei-, zwei- 
und einwertiges Kation die Kurven fiir B/B, = F (Cy) eingezeichnet, 
wie sie im Falle des Natriumnucleinats in rein wasserigem Milieu etwa 
vorliegen diirften. 

Besprechen wir zuerst die mit 6 bezeichnete Kurve, die fiir das 
Hexolion gilt. 

Von ihr ist zunaéchst bekannt, daB beim Umladungspunkt Cy aéuBerst 
klein ist (XIV. Mitteilung, Abschn. 6). In starkerem MaBe gilt das natiirlich 
fiir B/By-Werte unter 1. Wenn wir weiter aus derselben Mitteilung, Abschn. 7, 
das Versuchsergebnis entnehmen, da bei sehr geringer Uberschreitung 
des Umladungspunktes C jy sehr steil ansteigt, so folgt daraus die im Schema I, 
Abb. 1, gezeichnete Gestalt der 













Hexolkurve. Jetzt wenden wir - 6 
a Umi/ad: 
uns zu der Luteokobaltkurve — 4’ "ater 
& 


(im Schema mit 3 bezeichnet). 
Mitteilung XIV, Abb. 1, 
zeigt, daB Hexolsalz und Luteo- 
kobaltchlorid unter sich aqui- 
valent ausflocken. Das heiBt: 
Beide Neutralsalze flocken bei 0 4 «50 100 Cr 
derselben scheinbaren Konzen- 
tration, C,, aus. In jener Ver- 
suchsreihe ist die Ausflockung 
schon deutlich bei 2,5 Milliaqui- 
valenten (log . Cy = 0,40-4) und 
nahezu maximal bei 3 Milli- 
aquivalenten (log Cy = 0,48-*). 
Fiir das Hexolsalz bec leutet das, a Schema il 
da Cy aéuBerst klein ist und — — 
= dias allie : o 50 100 Gy 
Umladung bei C, 4 Milliaqui- ‘s 
valenten (log Cs 0,60-3) er- Abb. 1. 
folgte, daB ein zur Ausflockung Schema des vermutlichen Verlaufs der /Bo = f 
ausreichender Ladungsgegen- (Cw)- Kurven fiir Hexolnitrat (6), _ Luteokobalt 
> > : chlorid (3), Caleiumehlorid (2) und Natriumchlorid (1) 
satz schon bei einer relativen jj Nucleinatteilehen in Wasser (oben) und in 
Besetzung von etwa B By = 0,7 65° pigem Aceton—Wassergemisch (unten) 
mit Hexolionen erreicht ist. 
Sind doch wegen des sehr geringen Wertes von C y die scheinbaren Konzen- 
trationen nur ein Ma fiir die an die bei jener Versuchsreihe vorhandenen 
konstanten Kolloidmengen gebundenen Hexolionenmengen. Nimmt man nun 
an, daB ebenfalls eine relative Besetzung von 0,7 mit Luteokobaltion vor- 
liegen muB, damit Ausflockung erfolgt, so ist das nur mit der Tatsache der 
aquivalenten Ausflockung in Einklang zu bringen, wenn bei dieser Besetzung 
auch C y- sehr klein ist. (Der immer vorhandene starke Unterschied zwischen 
Cw bei derselben Besetzung mit Hexolionen bzw. Luteokobaltionen kommt, 
falls sie beide klein sind, in den C,-Werten nicht mehr zum Ausdruck.) Der 
bis B/B, = 0,7 im Schema eingezeichnete, sehr steil ansteigende Ast der 
Kurve (3) ist damit begriindet. Aus der Tatsache, da selbst bei einer 
Konzentration von 100 Millidquivalenten (XIV. Mitteilung, Abschn. 5) 
Luteokobaltchlorid nicht umladet, folgt, daB die Kurve (3) zwischen 
B/B, = 0,7 und 1,0 bald einen flachen Verlauf nehmen muB, wie etwa die 
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Wir wenden uns jetzt zu der Calciumkurve (in Abb. 1 mit 2 be- 
zeichnet). 


Aus Mitteilung XIV, Abb. 1, ist zu entnehmen, daB hier erst bei etwa 
C, = 100 Milliaquivalenten Ausflockung erfolgt. Daraus ergibt sich, daB 
die zur Ausflockung benétigte relative Besetzung von 0,7 erst bei C w etwa 
100 Millidquivalenten erreicht wird. (C, ist diesem in Falle praktisch ein 
MaB fiir Cy, da die zur Anheftung benétigte lonenmenge, bezogen auf die 
zugefiigte klein ist.) Damit ist der im Schema bezeichnete Schnitt punkt 
der Kurve 2 mit der unteren gestrichelten Linie festgelegt. 

Wir besitzen zwar bei den Versuchen am Natriumnucleinat aus Hefe 
keine Anzeichen, die zur Rechtfertigung des weiter eingezeichneten Verlaufes 
der Kurve (2) verwertbar wird, doch kénnen wir hier solche aus einer Unter- 
suchung an Natrium-Thymusnucleinat! entnehmen. Bei den letzteren 
Solen findet man ebenfalls die aquivalente Ausflockung zwischen Hexol- 
nitrat mit sechswertigem, einem komplexen Platinsalz [Pt(en),](NO,), 
mit vierwertigem und Luteokobaltchlorid mit dreiwertigem Kation vor. 
Bei der Untersuchung des elektroviskosen Effektes* ergab sich dann auch, 
daB die drei letzteren Neutralsalze unter sich aquivalent wirksam sind. 
Die Bariumchloridkurve schlieBt sich nun im ersten Anfang sehr nahe an die 
schon erwahnten Kurven an und biegt erst spéter véllig ab. Es laBt sich 
hieraus schlieBen, daB also auch fiir das Calciumion bei sehr kleinen Zu- 
sitzen der weitaus gr6Bere Teil angeheftet wird, Cw also auBerst klein ist 
und erst bei gr6Beren Werten von 5/5, bald rasch ansteigt, wie der Verlauf 
der Kurve 2 im Schema angibt. Fiir die Lage der dort ebenfalls noch ein- 
gezeichneten Natriumkurve (1) besitzen wir keinerlei Anhaltspunkte. 
Bis zur héchsten untersuchten Konzentration von 3,5n gibt Natrium- 
chlorid keine Ausflockung. Daraus darf jedoch nicht geschlossen werden, 
daB der Schnittpunkt von Kurve 1 mit der unteren gestrichelten Linie 
bei Cw = 3500 Milliaquivalenten noch nicht erreicht ist, denn nach dem 
angenommenen Mechanismus entstehen bei der Anheftung einwertiger 
Kationen iiberhaupt keine Ladungsgegensaitze. Jedenfalls ist aus der 
zitierten Abb. 2? zu entnehmen, daB die Anheftung der Natriumionen 
weitaus geringer sein mu als die der Calciumionen, was durch die Lage 
von (1) im Schema zum Ausdruck gebracht wird. 


e) Das Verhalten des Natriumhefenucleinatsols in Wasser—Acetongemischen. 


Wir wenden uns nun zum Schema II, Abb. 1, in der die B/B, 
= / C,,-Kurven fiir die Verhaltnisse des Nucleinatsols bei 65°,, Aceton 
eingetragen sind. 


Die Unterschiede gegeniiber Schema I[ sind nur quantitativer Natur. 
Zunichst ist die Ausflockungsgrenze weit nach unten hin verschoben, 
denn Aceton verhalt sich (wie Alkohol) Natriumnucleinat (und auch Gummi 
arabicum bzw. Lecithin) gegeniiber wie ein Desolvatationsmittel. Es ge- 
niigen jetzt schon kleinere Besetzungen, um die zur Uberwindung des Sol- 
vatationsbestrebens erforderlichen Ladungsgegensaitze zu erhalten. An 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. Ong Sian Gwan, Kolloidchem. Beih. 31, 


59, 1930. 
2 Vgl. diese Zeitschr. 235, 174, 1931, Abb. 2. 
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zweiter Stelle ist aber die lonenanheftung verstarkt. Eine gleiche Besetzung 
findet sich nun bei viel niedrigeren Werten von C yw vor als in rein wisserigem 
Milieu. Der Schnittpunkt der (3) Kurve mit der oberen gestrichelten Linie, 
der im Schema I jedenfalls oberhalb Cj 100 Milliaquivalenten zu suchen 
ist (falls es tiberhaupt noch einen solchen Schnittpunkt gibt), liegt in 
Schema II bei einem sehr niedrigen Wert von Cy, denn wir fanden, in 
Abb. 9 bei 65% Aceton, daB Luteokobaltchlorid und Hexolnitrat nahezu 
aquivalente Umladung zeigen. 

Es ist nun weiter auch der sehr steil nach oben verlaufende Ast der 
Luteokobaltchloridkurve bei etwa 12% Aceton im Umladungsdiagramm 
(XIV. Mitteilung, Abb. 7) nicht unverstandlich. 

Bei der allmaéhlichen Verlagerung der Kurve 3 bei Steigerung der 
Acetonkonzentration liefert ja zuerst der schwach nach oben hin verlaufende 
Ast den oben erwahnten Schnittpunkt, spater aber jener Teil der Kurve 3 
dort, wo sie die ausgesprochene Biegung zeigt. Dabei verschiebt sich jener 
Schnittpunkt bei Erhéhung der Acetonkonzentration zuerst sehr rasch, 
spiter aber viel langsamer nach links. 

Durch die Verstaérkung der Kationenanheftung erfahren nun auch die 
Kurven 2 und 1 bei Erhéhung der Acetonkonzentration eine Verlagerung 
nach oben. Auch fiir die Kurve 2 wire also im Umladungsdiagramm ein 
steilerer Verlauf der Umladungskurve fiir Calciumchlorid bei schaétzungs- 
weise 20% Aceton zu erwarten, jedoch ist der Elektrolytgehalt hier so 
hoch, (iiber 200 Milliaquivalente) daB die von uns benutzte kataphoretische 
Methodik ihre weitere Verfolgung nicht zulaBt. Bei 65°, Aceton ist der 
Schnittpunkt schon weit nach links hin verschoben, doch ist hier noch eine 
gut abschétzbare Gleichgewichtskonzentration von etwa 3 Milliaquivalenten 
vorhanden. (log C, betragt beim Umladungspunkt fiir Calciumchlorid 
0,66—3 und fiir Hexolnitrat 0,16—3). Fiir die Lage der Kurve 1 im Schema IT 
besitzen wir keine Anhaltspunkte. Es ist auch hier eine Verstarkung der 
Anheftung zu erwarten, doch wiirde die dort eingezeichnete Kurve die oben 
gestrichelte horizontale Linie niemals schneiden, sondern sich ihr nur 
asymptotisch naéhern kénnen. Denn eine Anlagerung von monovalenten 
Ionen an ionogene Stellen fiihrt nicht zu Ladungsgegensatzen. 


d) Die Anheftung entgegengesetzt geladener Ionen zwischen den ionogenen 
Stellen. 


Da nun aber im Umladungsdiagramm (und ebenfalls beim Gummi 
arabicum-Sol) doch Umladung erfolgt, so liefert das einen Hinweis 
dafiir, daB gleichzeitig Adsorption an nicht ionogene Stellen erfolgen 
mu8. Dadurch wachst die Besetzung rascher an, als Kurve 1 angibt, 
etwa wie die gestrichelte Kurve 1’, welche bei etwa Cy = 200 Milli- 
aquivalenten einen Schnittpunkt mit der oberen gestrichelten Geraden 
hat. Es fragt sich, ob nicht ganz im allgemeinen mit einer solchen 
Adsorption an nicht ionogene Stellen auch bei den polyvalenten Kationen 
zu rechnen ist. Das ist natiirlich zu bejahen, aber nach unserer Meinung 
tritt sie um so mehr in den Hintergrund, je ausgepragter die Anheftung 
an die ionogenen Stellen ist (Erhéhung der Valenz des anheftenden 
Ions und Erhéhung der Aceton- bzw. Alkoholkonzentration). Sonst 
ware schwer verstandlich, daB iiberhaupt die Erscheinungen der aqui- 
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valenten Ausflockung (XIV. Mitteilung, Abb. 2) bzw. aquivalenten 
Umladung (XIV. Mitteilung, Abb. 3) auftreten. 

Bei den stark adsorbierten Farbstoffionen dagegen kann sie jedoch 
so sehr in den Vordergrund treten, daB schon einwertige Ionen in rein 
wasserigem Milieu zur Autokomplexkoazervation fiihren kénnen (Mit- 
teilung XII). 


e) Die scheinbare Abnahme des ,, Aquivalentgewichtes* der Kolloidteilehen in 
Wasser—Aceton- (bzw. Alkohol-) Milieu. 

Die gesteigerte Anlagerung der Natriumionen, wie sie im Schema II 
im Gegensatz zu Schema I zum Ausdruck gebracht ist, liefert weiter 
eine Erklarung fiir die auch beim Gummi arabicum und Lecithin ent- 
deckte Tatsache, daB im Umladungsdiagramm die Hexolkurve keine 
horizontale Gerade ist, wie sie es eigentlich sein miBte, wenn es iiber- 
haupt eine bestimmte Zahl ionogener Stellen an den Teilchen gibt. 
Zwar verliuft im allgemeinen jene Hexolkurve nahezu_ horizontal, 
wenn die zugesetzte Acetonmenge nicht groB ist, spiter aber erfolgt 
ein Abbiegen nach unten hin. Wir kommen dann in Gebiete, in denen 
die Anheftung der niedrigerwertigen Kationen merklich wird. Das 
Teilchen fiihrt aber in dem auBeren Belag der Doppelschicht ebensolche 
Kationen. Daher wird bei héheren Acetonkonzentrationen die ionogene 
Fliche nicht mehr nur durch Hexolionen, sondern daneben auch durch 
Natriumionen besetzt werden. Es sind dann zur Erreichung des Um- 
ladungspunktes weniger Hexolionen erforderlich, und da diese An- 
haftung der Natriumionen bei steigender Acetonkonzentration immer 
betrachtlicher wird, ist zu erwarten, daB das leichte Abbiegen der 
Hexolumladungskurven, das sich in dem bis jetzt untersuchten Kon- 
zentrationsbereich des Acetons vorfindet, bei noch héheren Konzentra- 
tionen stirker in Erscheinung treten wird. Mit der hier gegebenen 
Erklarung steht weiter im Einklang, daB die Abbiegung beim Natrium- 
arabinatsol! viel geringer ist als bei dem nicht permutierten, viel Calcium 
enthaltenden urspriinglichen Ausgangsprodukt der Mitteilung VIII. 
Die Calciumionen werden ja viel starker angeheftet als die Natriumionen. 


f) Ionogene Stellen und angeheftete polyvalente Ionen als Zentren kapillar- 
elektrischer Ladungen. 

Bei der Autokomplexkoazervation (wie auch bei der Komplex- 
koazervation im engeren Sinne) handelt es sich um eine Gegenschaltung 
von Anziehung (infolge der Ladungsgegensitze) und AbstoBung (infolge 
des Solvatationsbestrebens). Gerade durch letzteren Faktor kénnen 
die Teilchen im Koazervat nicht zur innigen Beritthrung kommen, sondern 


1 Vgl. XV. Mitteilung. 
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nahern sich so nahe einander, bis Anziehung und AbstoBung sich gegen- 
seitig die Waage halten. Sowohl die urspriinglichen negativen ionogenen 
Stellen als auch die angehefteten polyvalenten Kationen sind aber im 
Sinne von Gouy als Zentren kapillarelektrischer Ladungen von entgegen- 
gesetzten Vorzeichen aufzufassen, und die effektive Teilchenanziehung 
im Koazervat ist hiernach nicht schlechthin der elektrostatischen 
Anziehung der inneren Beliaige (eben durch das Nebeneinander positiver 
und negativer Ladungen) gleichzusetzen. Denn letztere wird ja durch 
die zwischengeschalteten Gegenionen (von denen wahrscheinlich ein 
gewisser Anteil in Form freier lonenpaare die AuBenbelage der Doppel- 
schichten verlaBt) mehr oder weniger beeintrachtigt, und zwar um so 
mehr, je héher der Ionengehalt des Dispersionsmittels ist, weil dann 
die diffuse Doppelschicht in eine mehr konkrete iibergefiihrt wird und 
die Abschirmung dadurch zunimmt. 


g) Umladung und Instabilititsgrenze bei Beriicksichtigung der kapillar- 
elektrischen Erscheinungen. 

Wo nun Kationen und Anionen jede fiir sich ihren eigenen EinfluB 
auf die beiden £-Potentiale ausiiben, sind die einfachen Annahmen, die 
wir im vorangehenden benutzt haben, daB Umladung immer bei einer 
relativen Besetzung B’B, = 1 und Koazervation (bzw. Ausflockung) 
immer bei ein und demselben kleineren Wert der relativen Besetzung 
(B/B, = 0,7 beim Hefenucleinatsol) eintrete, hinfallig, sobald der 
Ionengehalt des Dispersionsmittels nicht mehr sehr klein ist (z. B. bei 
mittleren Werten von C,,). Was das erste anbetrifft, sei verwiesen auf 
vorangehende Mitteilung XV beim Gummi arabicum-Sol, vgl. dort Ab- 
schnitt 4, aus dem ersichtlich ist, da die negativierende Wirkung des 
einwertigen Chlorions die positivierende der zwei- und selbst drei- 
wertigen Kationen iibertrifft. Es ist nicht ausgeschlossen, da ein 
ahnliches Verhalten auch beim Na-Nucleinatsol vorhanden ist!. Damit 
wire z. B. zu erwarten, da die Umladung letzteren Sols mit CaCl, 
(Mitt. XIV, Abb. 7) bei Gegenwart von 35°, Aceton bei Cy, = etwa 
100 Millidquivalente nicht mehr genau bei aquivalenter Besetzung, 
sondern vielmehr bei einer gr6Beren eintreten wiirde. 

Es ist damit deutlich, daB bei Beriicksichtigung der kapillarelek- 
trischen Natur der Ladung das in dem Schemata (Abb. 1) eingestrichelte 
horizontale Umladungsniveau durch eine Schar gekriimmter Kurven 
ersetzt werden mub, welche sich zwar asymptotisch der gestrichelten 
nihert, jedoch je nach der Valenz des Kations und des Anions bei 
unter sich verschiedenen Werten von C,, merklich von ihr abzubiegen 
beginnt. 


! Anmerkung bei der Korrektur: Neuere Untersuchungen haben diese 
Vermutung bestatigt. 
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Nicht weniger kompliziert sind die Abanderungen, welche die ein- 
gestrichelten horizontalen Instabilitétsgrenzen der Schemata erfahren 
miissen, wenn man sich vergegenwartigt, daB die effektive Teilchen- 
anziehung ebenfalls kapillarelektrischer Natur ist. Auch sie sind durch 
ein Biindel gekriimmter Kurven zu ersetzen, wobei aber andere Gesetz- 
maBigkeiten! im Endresultat vorwalten als im Biindel der Umladungs- 
kurven. Beim Stabilitatsverhalten (z. B. bei der Aufhebung durch 
Neutralsalze) treten ja zwei Valenzreihen hervor: 


3—l > 2—1>I1—1 und 1—4> 1—3> 1—2> 1—1 


dagegen bei der Beeinflussung der iuBeren Ladung nur eine fortlaufende 
Reihe: 
(relative Positivierung) 3—1 .2—-1.1—1.1—-2. 1—3. 1—4 
(relative Negativierung), 
denn die effektive Anziehung hat den Charakter eines Produktes, der 
aiuBere Ladungszustand den Charakter einer algebraischen Summe 
zweier entgegengesetzter kapillarelektrischer Ladungen. 


h) Erklirung fiir das Auftreten von Instabilititstrajekten ohne oder allenfalls 
mit asymmetrisch gelagertem Umladungspunkt. 


Bei sehr geringen Werten von C,, treten diese Verwicklungen in 
den Hintergrund, und dann fallt der Umladungspunkt in die Mitte 
des Instabilititstrajektes (Lecithin mit Hexolsalz) oder allenfalls in den 
Anfang des Maximaltrajektes der Ausflockungskurve (Gummi arabicum 
oder Na-Nucleinat mit Hexolnitrat). Bei mittleren und gréBeren 
Werten von C,, braucht aber zufolge des eben Gesagten optimale 
Instabilitét und Umladung nicht mehr zusammenzufallen. Beispiele 
dieser Art lieferten die Instabilititstrajekte, die beim Gummi arabicum- 
Sol hei allmahlicher Erhéhung der Acetonkonzentration mit Neutral- 
salzen der Typen 3—1, 2—1 und 1—1 auftreten?. Beim ersten Er- 
scheinen des Instabilitétstrajektes liegt der Umladungspunkt bei einer 
weit héheren Konzentration als die Lage der optimalen Instabilitat. 
Vgl. Schema Abb. 2. 


Schon im rein wisserigen Mitte] liefert die Ausflockung des Na- 
Nucleinats mit Calciumchlorid und Bariumchlorid einen ahnlichen Fall: 
Die Triibungskurve weist bei etwa 0,5 n ein Maximum auf, waihrend 
aus dem Umladungsdiagramm zu entnehmen ist, daB, wenn Luteo- 
kobaltchlorid in rein wasserigem Milieu schon nicht umladet, das mit 
CaCl, um so weniger der Fall sein wird (XIV. Mitteilung, Abb. 1 u. 7). 


1 XV. Mitteilung. 
2 VILI. Mitteilung, Abb. 1 u. 3. 
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Bei steigender Calciumchloridkonzentration mu natirlich, wenn 
schlieBlich auch nur wenig, die Besetzung der ionogenen Stellen 
zunehmen. Stellt man nun den kapillarelektrischen Charakter der 
effektiven Anziehung nicht in Rechnung, so wire das Auftreten von 


Abb. 2. 


Schema fiir das Auftreten yon 
Koazervation - (Flockungs) - Tra- 
jekten und der Lage der Um- 
ladungspunkte bei der unter We ——— het —— 
Mithilfe eines geeigneten Desol- =f 
vatationsmittels (Alkohol, Ace- 
ton) erzwungenen Autokomplex- 
koazervation, bzw. -flockung 
(z. B. beim Gummi arabicum- 
Sol). 

A: Das Sol ist stabil. 

B: Instabilitatstrajekt ohne 
Umladung. 

C: Instabilitaétstrajekte mit 
Umladuang. 

D: Der Umladungspunkt 
verschiebt sich stark 
nach den kleinen Kon- 
zentrationen hin. 























Maxima in den Ausflockungskurven der Erdalkalichloride nicht ver- 
standlich. Letztere zeigen jedoch an, daB bei gewissen Konzentrationen 
die effektive Anziehung einen Maximalwert erreicht. Bei Erhéhung 
der Konzentration wiirde also die Besetzung mit den zweiwertigen 
Ionen immer zunehmen und sich immer mehr dem Wert der aqui- 
valenten Besetzung nihern, bei welchem aus rein elektrostatischen 
Griinden die Bereitschaft zur Autokomplexflockung bzw. -koazervation 
ihren Maximalwert erreichen wiirde. Es werden aber eben durch die 
immer steigende Gleichgewichtskonzentration die kapillarelektrischen 
Ladungen erniedrigt. Aus der entgegengesetzten Wirkung dieser 
beiden Faktoren entsteht nun ein Héchstwert von effektiver Anziehung, 
ohne daB hier eine Umladung vorliegt. 


i) Das Verhalten anderer negativer hydrophiler Sole. 


Im Prinzip laBt sich das bis jetzt ausgefiihrte auch auf andere Sole 
anwenden. Die Unterschiede sind nur qualitativer Art, indem schon 
in rein wasserigem a) Milieu die Anheftung stirker oder auch weniger 
kraftig ist als beim Natriumnucleinatsol, b) die Koazervations- (Aus- 
flockungs-) Grenzen anders liegen oder beim Hinzufiigen von geeigneten 
Desolvatationsmitteln erst erscheinen. 


Biochemische Zeitschrift Band 259. 30 
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k) Schlu8Bbemerkungen. 


Es sei hier weiter kurz hingewiesen auf eine weitere Verwicklung 
kapillarelektrischer Natur, die unabhingig von den oben bereits ge- 
nannten ist, da sie auch schon bei sehr geringen Werten von C,, vor- 
handen ist und wodurch iiberhaupt die einfache Beziehung zwischen 
Umladungspunkt und aquivalenter Besetzung nicht zutreffend ist. 
Wir begegneten schon in den vorangehenden Mitteilungen XIV und XV 
der auffallenden Tatsache, daB die reziproke Hexolzahl nicht mit dem 
elektrochemischen Aquivalentgewicht identisch ist. Erst in einer weiteren 
Mitteilung gehen wir darauf naiher ein. Nur soviel sei hier vorweg- 
genommen, daB neben den ionogenen Stellen an der Teilchenoberflache 
auch noch andere Zentren von kapillarelektrischer Ladung vorhanden 
sind (nimlich adsorbierte OH’-Ionen). In groBen Ziigen bleibt infolge 
dieser Verwicklung das bis jetzt Gesagte wohl giiltig, wenn man an 
Stelle von B, das Symbol B,, (= Besetzung beim Umladungspunkt) 
einsetzt. Eine Umladung tritt dann auf, wenn B/B,, = 1 ist. Beim 
Natriumnucleinat- und Natriumarabinatsol ist B, gr6éBer als Bp. 


Zusammenfassung. 


1. Anlehnend an Versuche mit Natriumnucleinatsol werden all- 
gemeine Vorstellungen iiber den Mechanismus der Anheftung ent- 
gegengesetzt geladener Ionen im inneren Belag der Doppelschicht 
entwickelt. 

2. Die Besetzung mit diesen angehefteten Ionen ist abhingig von 
der Konzentration der gleichen, frei im Dispersionsmittel vorhandenen 
Ionen. Das Anlagerungsgleichgewicht hat etwa die Natur einer Adsorp- 
tion. Bei Zunahme der Gleichgewichtskonzentration nimmt die Be- 
setzung zuerst rasch, spater langsamer zu. 

3. Bei gegebener Kolloidsubstanz und gegebener Natur des Dis- 
persionsmittels (z. B. von Wasser oder Wasser — Alkohol bzw. Wasser — 
Acetongemischen) ist die Anheftung noch stark abhaingig von der 
Valenz des betreffenden Ions, indem unter sich aquivalente Besetzungen 
mit Ionen von verschiedener Valenz eine um so gréBere Gleichgewichts- 
konzentration erfordern, je niedrigervalent das Ion ist. 

4. Die Anheftung der polyvalenten Ionen erfolgt vornehmlich an 
den ionogenen Stellen des Teilchens. 

5. Der Zusammenhang zwischen Ionenbesetzung, Umladung und 
Instabilitétsgrenze wird besprochen, wobei zuerst die gegenseitige 
Teilchenanziehung nur als eine elektrostatische Anziehung der inneren 
Belaige der Doppelschichten aufgefaBt wird, spiter aber die kapillar- 
elektrische Natur der effektiven Teilchenanziehung mit beriicksichtigt 


wird. 





Die Bestimmung des Jods im biochemischen Material. 


Von 


Julius Sehwaibold. 
(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie Miinchen. ) 


(Eingegangen am 29. Januar 1933.) 


Einige Angaben in der vor kurzem erschienenen Abhandlung von 
G. Pfeiffer (1) lassen die Méglichkeit miBverstandlicher Auffassungen 
nicht ausgeschlossen erscheinen und erfordern daher entsprechende 
Klarstellungen. 

1. Die Angabe, daB in unserer urspriinglichen Apparatur nur trockene 
und nur sehr geringe Mengen Material (bis | g) mit groBem Zeitaufwand 
einwandfrei verbrannt werden kénnen, ist unzutreffend. Schon die erste 
Bekanntgabe (2) enthalt Belege fiir Verarbeitung von mehreren Gramm 
Substanz (2,5g¢ Moorboden) und von Fliissigkeiten (Milch, Harn), eine 
spatere (3) die Verbrennung von Mengen bis zu 7g in einem Gang, und zu- 
letzt (4) gaben wir Belege fiir Analysen von Substanzmengen bis 32 g mit 
72% Wasser. Die neuerdings (5) von uns angegebene Apparatur bedeutet 
nicht die Ausschaltung unserer ersten Verbrennungseinrichtung (2), die 
den Vorzug gré6Bter Einfachheit aufweist. Letztere ist besonders fiir ver- 
einzelte Untersuchungen am Platze, erstere erleichtert Serienuntersuchungen 
sehr jodarmer oder wasserhaltiger Substanzen. Von uns ist betont, daB 
die Verbrennung jeweils so geleitet werden kann und muB, daB keine sicht- 
baren Dampfe die Verbrennungsréhre verlassen. Treten solche jedoch 
einmal bei tibereilter Verbrennung voriibergehend auf. so wird dadurch ein 
brauchbares Analysenergebnis nicht verhindert. Es eriibrigt sich nach diesem, 
weiter auf die Angabe Pfeiffers einzugehen, wonach er bei einem gelegent - 
lichen Besuch in unseren Laboratorien eine Ablagerung von unverbranntem 
Kohlenstoff in einer unserer Apparaturen beobachtet haben will, was er 
glaubte verallgemeinern und ver6ffentlichen zu miissen. 

2. Die von Pfeiffer veréffentlichten Ergebnisse der an drei verschiedenen 
Stellen unabhangig durchgefiihrten Untersuchungen von drei kiinstlich 
jodierten Milchproben (getrocknet) sind insofern von beschranktem Wert, 
als der wirkliche Jodgehalt an sich nicht bekannt und die Homogenitit 
der Substanzen nicht gesichert ist. Die Verdffentlichung geschah, ohne 
daB die iibrigen Beteiligten unterrichtet waren. tm Bemiihen um eine 
gesicherte methodische Grundlage wurden schon friiher Proben des gleichen 
Musters eines vollkommen klaren und homogenen Lebertranes von wns 
und unabhangig davon von Prof. Weser (Budapest) untersucht, der pro 

30 * 
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Gramm 14,8, 14,2 und 14,7 7 Jod fand; unser Befund war 14,6 und 14,9 y. 
Die Ubereinstimmung ist eine so weitgehende, daB die Méglichkeit wechseln- 
der Verluste in befriedigender Weise ausgeschlossen erscheint. 

3. Die Angaben Pfeiffers zur Extraktion der Jodide aus den an- 
organischen Riickstanden ist im Prinzip nicht verschieden von der von uns 
friiher angegebenen Arbeitsweise, bei der man keinesfalls von einem festen 
kristallinischen, sondern einem diinnfliissigen Zustand der Masse ausgeht, 
in deren wasseriger Phase die Jodide gelést sind. Absoluter Alkohol reiBt 
den wiasserigen Anteil einschlieBlich Jodalkali energisch an sich, waihrend 
die Hauptmasse der anderen Salze wegen ihrer Schwerléslichkeit in starkem 
Alkohol ausfallen und zuriickbleiben. 

4. Wir bemerkten (5), daB wir aus 4uBeren Griinden die Methode von 
Pfeiffer nicht mit den in neuerer Zeit von dem Autor bekanntgegebenen 
apparativen Zusaétzen und sonstigen Ergainzungen anwenden konnten. 
Die Schwierigkeiten, die sich uns friiher (3) ergaben, sind wohl auf mangelnde 
Wasserzusitze zuriickzufiihren, deren Notwendigkeit der Autor damals 
nicht in der Weise betonte, wie es spater der Fall war. Andererseits berechtigt 
die inzwischen von Pfeiffer erfolgte Ausarbeitung und Anbringung von 
Zusatzen an seiner Absorptionseinrichtung zu der Annahme, da mit seiner 
von uns angewandten friiheren Einrichtung unter Umstanden Verluste 
méglich waren. Auf Grund genannter Zusaétze besteht aber nun die voll- 
staindige Apparatur aus zwei Verbrennungsriumen und vier Absorptions- 
k6érpern. 

5. Falls das von Pfeiffer festgestellte spurenweise Vorkommen von 
Eisen in Salzséure zu verallgemeinern ware, miiBte diese vorschlagsgemaB 
durch Schwefelséure ersetzt werden. Unsere Untersuchungsergebnisse 
werden hiervon nicht beriihrt, da die jeweils angestellten Blindversuche 
ein einwandfreies Ergebnis hatten. 

Ks ist zu wiinschen, daB diese und anderweitige (6) konkurrierende 
Bemiihungen um eine sichere und geeignete Methodik zur Bestimmung 
kleinster Mengen Jod im weiteren Interesse neue wissenschaftliche 
Erkenntnisse bringen. Einige jiingst veréffentlichte Ergebnisse von 
Untersuchungen (7) des Blutes des gesunden und kranken Menschen 
mit den angefiihrten Methoden scheinen diese Annahme zu bestatigen. 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr. 256, 214, 1932. — 2) J. Schwaibold, Chem. Ztg. 58, 
22, 1929. —- 3) Derselbe, Zeitschr. f. analyt. Chem. 78, 176, 1929. — 


4) B. Bleyer, J. Schwaibold u. B. Harder, diese Zeitschr. 251, 87, 1932. — 
5) J. Schwaibold u. B. Harder, ebenda 240, 441, 1931.— 6) Th. v. Fellenberg, 
ebenda 224, 170, 1930; J. F. Reith, Rec. Trav. chim. Pays Pas 48, 254, 
1929. — 7) E. Widmann, diese Zeitschr. 254, 223, 1932; W. Mébius, ebenda 
258, 275, 1932; S. W. Souci, Zeitschr. physik. Ther. (im Druck). 
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Chinone als Fermentmodell. 


IX. Mitteilung: 


Der CO, NH,-Quotient der Aminosiuredesaminierung bei O,-Ausschlub. 


Von 
Bruno Kisch und Stella Stutzke. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


K6In a. Rh.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1933.) 


In einer friiheren Mitteilung! konnte gezeigt werden, daB bei der 
oxydativen Desaminierung von Glykokoll und Serin bei Anwendung 
von Brenzkatechin, Oxyhydrochinon, Adrenalin, Gallussiure oder 
Resorcin als Katalysagen CO, und NH, im Verhaltnis 1:1 gebildet 
wurden, waihrend z. B. Glyeyltyrosin und Glycylglycin unter gleichen 
Versuchsbedingungen wohl desaminiert aber nicht decarboxyliert 
wurden. Ferner hat A. Schuwirth? im hiesigen Laboratorium gezeigt, 
daB die katalytische Aminosiuredesaminierung bei Verwendung der 
genannten Katalysagene auch bei O,-AusschluB vor sich geht, wenn 
geeignete Wasserstoffakzeptoren vorhanden sind. Da nun die Einzel- 
heiten der katalytischen Desaminierung von Aminosiuren noch in 
vielen Punkten der Klarung bediirfen*, so haben wir uns zunachst mit 
der Frage befaBt, ob der CO,/N H,- Quotient bei der Chinonkatalyse 
der Aminosauredesaminierung derselbe bei SauerstoffausschluB und 
Verwendung von Wasserstoffakzeptoren ist, wie bei oxydativer Des- 
aminicrung. 

Die angewendete, bei triiheren Arbeiten benutzte Methode ist von 


2 


Bruno Kisch und Schuwirth' und von K. Schuwirth® genau beschrieben *. 


' Bruno Kisch u. K. Schuwirth, diese Zeitschr. 257, 89, 1933. 

2 K. Schuwirth, ebenda 254, 148, 1932. 

3 Vgl. die zusammenfassende Darstellung von Bruno Kisch in dem 
demniichst erscheinenden Bd. 1 des Erganzungswerkes zu C. Oppenheimers 
Handb. d. Biochem. 

4 Vgl. zur Methodik auch Fermentforschung 13. 433, 1932. 
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456 B. Kisch u. St. Stutzke: 


Das die Methode, die verwendet wurde, auch bei Anwendung der beiden 
benutzten Wasserstoffakzeptoren die quantitative Bestimmung von NH, 
und CO, gestattet, lehrten Kontrollproben mit Zusatz bekannter Mengen 
von Ammonsalzen und Carbonat zu den Ansatzen. 


Die Versuchsergebnisse sind aus der Tabelle zu ersehen. 








Ver- Substrakt Katalysagen Poff Pa. ol — Wasser- cem  cem 
sue i -uffer daue stoffak- 25 25 
m/40 m/1000 PH oeeed med sapter COs = , 
3 | Glykokoll & Phosphat 11,0 15 43 03 6,8 
3 - =é& | ; 11,0 15 43 0,05 4,8 
5 5 BE s 11,0 42 36 04 35 
5 ; | a 11,0 42 36 04 38 
6 ‘ Es A 11,0 441, 40 0,05 | 5,7 
11 Resorcin Borat 10,7 17/, 39 04 1,2 
i! nx . 10,7 17), 39 00 14 
12 js - ‘ 10,8 431), 39 ae 0,05 4,0 
12 “ " “ 10,8 43'/, 39 & 0,0 | 4,7 
14 * Adrenalin a 90 39), 37 E 0,0 0,7 
14 ; , 90 39, 37 |e] 01. 07 
15 % 8,6 455), 37 s 0,0 | 0,6 
15 _ > 86 451), 37 5 0,1 0,7 
20 a Gallussiure . 10.0 17%, 42 ie 0,2 0,8 
21 . 10.1 17%/, 40 = 00 0,8 
21 . | Brenz- | s 10,1 174, 40 es O1 0,4 
22 = | catechin | e 10,1 64°), 38 0.2 0,8 
22 " a 10,1 645/, 38 0,1 0,8 
7 ~=Serin =| Oxyhydro-| a 10,9 17%), 40 0,0 1,0 
8 ‘ | chi ‘ 10,0 17} 40 0,0 1,1 
9 jo | ee ,| @ 04 16 
10 10,0 173, 39 0.0 O05 
10 ‘ x 10.0 17%, 39 0,05 0,6 
17. Glykokoll _ 10,9 17'/, 37 s 0,1 | 2,0 
17 ; “ 109 177, 37 JEL] 02 19 
18 | Serin Oxyhydro- ‘ 10,9 443), 40 5 sj 00 08 
shi 3) S's) 0 5 

> fh] fing tee a [ES] op os 
19 ‘ 10.9 18, 39 JA 0,05 1,0 








Die Ammoniakausbeute ist, wie schon Schuwirth betont hat, im 
allgemeinen geringer als ceteris paribus bei O,-Zufuhr zu den Ansatzen. 
Trotzdem lehren unsere Ergebnisse eindeutig die auffallige Tatsache, dal} 
die Katalyse der Aminosduredesaminierung durch Chinone bei Sauerstoff- 
ausschlu8 und unter Verwendung von m-Dinitrobenzol oder Nitro- 
anthrachinon als Wasserstoffakzeptoren auch bei Glykokoll und Serin, 
im Gegensatz zur oxydativen Desaminierung, von keiner Decarboxy- 
lierung der Amincsauren begleitet sind. Dieses Ergebnis erhielten 
wir bei Anwendung von Oxyhydrochinon, Adrenalin, Gallussaiure 
und Brenzcatechin, sowie von Resorcin als Katalysagen. Andere, 
friiheren Erfahrungen nach weniger wirksame Katalysagene sind nicht 


gepriift worden. 
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Chinone als Fermentmodell. IX. 457 


Ein Teil der Versuche ist mit Phosphat, ein anderer mit Borat- 
pufferung ausgefiihrt worden. 

Die gefundenen CO,-Mengen iibersteigen in keinem Falle die Fehler- 
grenzen der Methode wesentlich. Die gefundenen Spuren stehen in 
keinerlei zahlenmaBiger Beziehung zu der N H,-Ausbeute. 

Dieses cigenartige Ergebnis soll nun durch Untersuchungen iiber 
die Abbauprodukte der katalytisch desaminierten Aminosiuren unter 
oxydativen und anoxydativen Bedingungen erweitert werden. Es 
scheint aber auch fiir allgemeine Fragen des Problems Oxydation :; De- 
hvdrierung bemerkenswert. 

Ergebnis. 

Wahrend die Katalyse der oxydativen Desaminierung von Glyko- 
koll und Serin bei den von uns angewendeten Katalysagenen aqui- 
molekulare Mengen CO, und NH, liefert, geht sie bei Sauerstoff- 
ausschluB und Anwendung von m-Dinitrobenzol oder Nitroanthrachinon 
als Wasserstoffakzeptor ohne merkliche Decarboxylierung des Molekiils 
einher. 
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Uber die qualitative und quantitative Bestimmung von Perkain 
im Urin'. 


Von 


Knud 0. Moller. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Hingegangen am 1, Februar 1933.) 


Trotz des umfassenden Schrifttums, das bereits itber Perkain vor- 
liegt, bestehen meines Wissens noch keine Angaben tiber eine quantitative 
Bestimmungsmethode dieses Stoffes. Ich habe daher eine Methode 
ausgearbeitet, welche die Bestimmung von Perkain in kleinen Mengen, 
sowohl in wasseriger Lésung als auch im Urin, gestattet. 

Perkain ist das salzsaure Salz von 2-Butyloxy-4-chinolincarbon- 
saure-diithylamino-athylenamid und hat folgende Brutto- und Kon- 
stitutionsformel: C9 Hyg0,N, . HCl (Molekulargewicht 379,72) 

H CO—NH.CH,.CH,—N (C,H,),. HC! 


Die freie Base hat die Bruttoformel Cy) Hog O, Ng (Molekulargewicht 343,3). 
Beide Substanzen wurden mir freundlichst von der Société pour |’In- 
dustrie chimique (Ciba), Basel, zur Verfiigung gestellt. 

Der Wassergehalt des Perkains ist nach Angabe der Fabrik unter 
2°,; ich selbst fand 1,65°%. Da wasserfreies Perkain sehr schnell 
Wasser aufnimmt, wurden alle Wagungen im geschlossenen Wage- 
glaschen ausgefiihrt. Zu den folgenden Untersuchungen wurde aus- 
schlieBlich im Schwefelsiure-Vakuumexsikkator bis zur Gewichts- 


' Deutsch von Dr. H. Sehestedt, K6ln. 
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Kk. O. Méller: Bestimmung von Perkain im Urin. 459 


konstanz getrocknetes Perkain verwandt. Zwecks Untersuchung auf 
Reinheit der Praiparate wurde eine Chlorbestimmung nach Volhard 
ausgefiihrt. Der Mittelwert einer Doppelbestimmung ergab einen 
Chlorgehalt von 9,344 °,, (berechnet 9,338 °,). Die Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl ergab im Mittel einer Doppelbestimmung 12,19°, N 
im Perkainum basicum (berechnet 12,24°,). Die Reinheit der ver- 
wandten Praparate war also sehr befriedigend. 


Lislichkeit u. dgl. 

Perkain lést sich in 0,5 Teilen Wasser und ist leicht léslich in Alkohol 
und Aceton. Die Léslichkeit in Ather wurde folgendermaBen bestimmt : 
Das Perkain wurde viermal 24 Stunden bei 21° ( mit reinem, iiber Natrium 
destillierten Ather geschiittelt. Die gesittigte Lésung wurde filtriert und 
250 cem davon eingedampft. Dabei ergab sich eine Léslichkeit von 1 : 7300 
oder 13,6 mg in 100 cem Ather. 

Die Léslichkeit der Perkainbase liegt nach Angabe der Fabrik bei 
ungefahr 1 : 11000. Eine Nachpriifung durch sechsmal 24stiindiges Schiitteln 
bei 21°C mit kohlensaurefreiem, destillierten Wasser in einem mit Cilas- 
stopfen und ParaffiniiberguB verschlossenen Kolben ergab eine Léslichkeit 
von 1: 24000 oder 4,2 mg in 100 cem. Bei Verwendung von gewoéhnlichem 
destillierten Wasser ist die Léslichkeit etwas gréBer. Die Léslichkeit der 
Perkainbase in Ather betriigt 1 g in 1,2 cem. 

Den Schmelzpunkt des Perkains fand ich iibereinstimmend mit der 
Fabrikangabe bei 97,5 bis 98,5°C, den des Perkainum basicum bei 
64,5 bis 65,0° C. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit Chinhydronelektroden 
bestimmt; in einer frisch bereiteten 1° igen Perkainlésung liegt sie bei 
Pu = 5,02; in einer frisch bereiteten 1°/, igen Lésung bei py = 6,04. Eine 
1%ige Lésung wurde nach siebentagigem Stehen bei Zimmertemperatur 
nur wenig saurer gefunden (pq etwa um 0,5 geringer). Perkain hydrolysiert 
also nur in geringem Grade beim Stehen. 


Identititsreaktionen. 

Beim Erwirmen schmilzt Perkain; bei weiterem Erhitzen zersetzt 
es sich; es nimmt dabei dunkle Farbe an und entwickelt braune, brenn- 
bare, alkalisch reagierende und unangenehm riechende Dampfe. In 
der Tabelle I sind einige Fallungsreaktionen des Perkains angegeben 
mit der Mindestkonzentration, die einen deutlichen Ausfall gibt. 

Die Fallungsreaktion mit Reineckes Salz ist fiir Perkain charak- 
teristisch. Der Schmelzpunkt des abfiltrierten, gewaschenen und 
getrockneten Niederschlags liegt bei etwa 115°C. Nach Umkristalli- 
sation mit absolutem Alkohol verwandelt sich das scheinbar amorphe, 
weinrote Pulver in feine, nadelf6rmige, dunkelweinrote Kristalle, die 
in Rosetten dicht beieinander liegen. Nach der Umkristallisation liegt 
der Schmelzpunkt bei etwa 120°C, in Ubereinstimmung mit den An- 
gaben der Fabrik. 
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460 K. O. Moller: 


Tabelle LI. 





Fallungsreagens 


Natriumnitrat 10°, ’ 
Kaliumperchlorat 1,5°,, . 
ee 
Phosphormolybdansaure 10°, 
Jod-Wismut-Jodkalireagens ; 
Jodjodkalium (Wagners Reagens) 


Mercurijodid-Kaliumjodid (Mayers 


Reagens) ... 
Reinecke-Salz* . 


* Reinecke-Salz = Tetrarhodanoto-diamino-chromi-ammonium = N H,[Cr(CNS)4(N H,)o}. 
Herstellung s. Nordenskjéld, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 1, 130, 1890. 
wird in einigen Kubikzentimetern Wasser aufgelést und filtriert; die Lisung wird vor dem 


Gebrauch jeweils frisch hergestellt. 


Gesattigte wasserige Tanninlésung gibt keinen Niederschlag bei eine: 


Perkainkonzentration von 1: 1¢ 


0. 


Niederschlag 


weih 
weib 
weib 
gelb 
braun-gelb 
braun-gelb 


weib 
weinrot 


Geringste Perkain- 
konzentration, die noch 
einen Niederschlag gibt 


— 


Ein Spatel voll Substanz 


Elektrometrische Titration des Perkains. 


Um den richtigen Indikator zur Perkaintitration wahlen zu kénnen, 
wurde die Wasserstoffionenkonzentration des Umschlagspunktes durch 


elektrometrische Titration bestimmt. 


Tabelle II. 


Temperatur 21,7°C. 


ee et 





ecm n/10 Spannung 
Natriumborat in Millivolt 
=a == 6 
0 + 213.4 
0,50 + 208,7 
1,00 201,3 
1,40 194,5 
1,80 185,0 
2,10 174,5 
2,20 169,2 
2,30 162,2 
2,40 153,1 
2,50 139,5 
2,56 124.5 
2,60 105,8 
2,62 78,9 
2.64 + 35,1 
2,66 + 70 
2,68 — 10,5 
2,72 — 28,8 
2,81 — 47,6 
2,90 — 588 
3,00 64,5 
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Bestimmung von Perkain im Urin. 461 


Zu einer Lésung von 150,0 mg Perkainbase in 7,02 cem 0,100 n HC! 
wurden etwa 100ccm kohlensaurefreies, destilliertes Wasser und Chin- 
hydron hinzugefiigt. Ableitung mittels Platinelektrode; standiges Um- 
rithren; n/l10 Kalomelelektrode als Vergleichselektrode; Titration mit 
0.100 n Natriumboratlésung aus der Mikrobiirette. 

Zur Titration wurden 2,63 cem Natriumboratlésung verbraucht. Das 
entspricht einem Verbrauch von 4,39 cem 0,100 n HCl, die 150.6 mg Perkain- 
base aquivalent sind. py im Umschlagspunkt : 4.9 bis 5.6. 


Tabelle III. 


Temperatur 21,5°C. 





_cem n/10 Spannung Jb 

Natriumborat in Millivolt Pu 
=a =s ® dja 
2,41 + 148,2 _ 3,68 
2,5 + 137,0 125 3,87 
2,56 + 124.0 217 4,10 
2,60 + 1104 340 4,33 
2,62 + 96,2 710 4,57 
2,64 + 70,2 1300 5,02 
2,66 + 22.6 2380 5,83 
2,68 0 1180 6,22 
2,72 — 25,4 610 6,56 

150,0 mg Perkainbase wurden wie oben titriert. Saureverbrauch: 


4.37cem 0,100 n HCl, der 150,0 mg Perkainbase aquivalent sind. py im 
Umschlagspunkt 5,0 bis 5,8. 


Wie aus den Tabellen hervorgeht, ist der Umschlagspunkt bei der 
Titration sehr scharf. Als Mittelwert der beiden Titrationen ergab sich 
eine Wasserstoffionenkonzentration von etwa py = 5,3. Perkain laBt 
sich also mit Methylrot als Indikator titrieren. 


Quantitative Bestimmung von Perkain in wiisseriger Lisung. 


Nach mehreren orientierenden Versuchen erwies sich folgendes 
Verfahren als brauchbar. 


Etwa 50 cem Perkainlésung werden in einem Scheidetrichter mit 1 cem 
konzentrierter, wasseriger Ammoniaklésung alkalisch gemacht und zweimal 
mit je 50cem Ather ausgeschiittelt. Der gesammelte Atherauszug wird 
mit Natriumsulfat getrocknet und durch ein kleines Wattefilter! in einen 
100-cem-Erlenmeyer-Kolben gegossen. Nach Zusatz einiger Stiickchen 
Bimsstein wird der Ather auf 5 bis 10cem eingeengt. Darauf wird die 
erforderliche Menge n/100 HCl zugesetzt und der Rest des Athers ab 
gedampft. Die letzten Atherreste werden durch Einblasen von Luft in den 
Kolben mittels der Wasserstrahlluftpumpe entfernt. Die Titration erfolgt 


' Die Watte muB vorher mit Petrolather gereinigt werden. 
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462 K. O. Moller: 


mit n/100 Natriumboratlésung mit Methylrot — Methylenblau als Indikator!. 
Die Boratlésung muB taglich frisch aus einer n/10 Stammlésung hergestellt 
werden. 

leem n/100 Natriumboratlésung entspricht 3,80 mg Perkain. 


Dampft man den Atherauszug bis zur vollstandigen Trockenheit 
ein, so dauert es recht lange (!/, bis 1 Stunde), bis sich der Riickstand 
vollig in der schwachen Saure gelést hat. 

Die Leistungsfaihigkeit der Methode ergibt sich aus folgenden 
Beispielen : 

1. 50cem Lésung, enthaltend 44,.9mg Perkain; Saureverbrauch 
11,69cem n/l00 HCl ~ 44,5 mg Perkain; d.h. 0,9°) zu wenig. 

2. 50cem Lésung, enthaltend 18,0mg Perkain; Saureverbrauch 
4,64 cem n/100 HCl ~ 17,6 mg Perkain; d. h. 2,2 ° zu wenig. 

3. 50 cem Lésung, enthaltend 9,0 mg Perkain; Saureverbrauch 2,30 cem 
n/l00 HCl ~ 8,8 mg Perkain, d. h. 2.8%, zu wenig. 

4. 50cem Lésung, enthaltend 4,49mg Perkain; Sdureverbrauch 
1,12 cem n/100 HCl ~ 4,3 mg Perkain; d. h. 5,3 °, zu wenig. 

Mit Hilfe der beschriebenen Methode wurde untersucht, ob sich 
Perkainlésungen beim Stehen oder Erwarmen verandern. Bei 14tagigem 
Stehenlassen ergaben die Anfangs- und Endbestimmungen gleiche 
Werte, was gut mit der allgemeinen Angabe iiber die Haltbarkeit des 
Perkains tibereinstimmt. Bei Eindampfung von 200 cem einer 50 mg 
Perkain enthaltenden Lésung auf 3 bis 4 cem wurde die gesamte Menge 
wiedergefunden. Perkain vertrigt also auch eine langere Erwarmung 
auf etwa 100°. 


Quantitative Bestimmung von Perkain im Urin. 


Zunachst wurde versucht, den unbehandelten Urin im Extraktions- 
apparat mit Ather zu extrahieren; die Ergebnisse waren aber schlecht. 

Kleine Mengen Perkain in groBen Urinmengen lieBen sich mit 
recht groBer Genauigkeit bestimmen durch Eindampfung des Urins 
im Vakuum, Extraktion des Riickstandes mit absolutem Alkohol und 
weiterer Behandlung nach der Alkaloidisolierungsmethode von Stas- 
Otto. Diese Methode ist indessen recht zeitraubend. Die zahlreichen 
Eindampfungen, Filtrationen und Uberfiihrungen von Riickstanden 
verursachen auch leicht einen Alkaloidverlust. 

Auf Grund einer von Schulek und Szeghé? angegebenen Methode 
zur Bestimmung des Alkaloidgehaltes in Alkaloidsalzen und Alkaloid- 


! Indikator nach B. Groak, diese Zeitschr. 244, 294, 1932. Der Indikator 
schlagt sehr scharf um und ist farblos bei etwa py = 5,5. Benutzt man 
nur Methylrot als Indikator, so muB man sich, um den Umschlagspunkt 
genau erkennen zu kénnen, eine Pufferlésung von py = 5,5 mit Methylrot- 
zusatz zum Farbvergleich herstellen. 

2 EB. Schulek u. F. Szeghé, Pharmazeut. Zentralh. 72, 497, 1931. 
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Bestunmung von Perkain im Urin. 463 


praparaten gelang es, ein Verfahren auszuarbeiten, das eine bedeutend 
schnellere und sicherere Isolierung des Perkains aus dem Urin gestattet 
als die Methode von Stas-Otto. Das Prinzip der Methode von Schulek 
und Szeghé ist, das Volumen des Ausschiittelungsmittels vielfach gréBer 
zu wahlen als das Volumen der Wasserphase und die beiden durch 
Trocknen mit Natriumsulfat und Filtration zu trennen: auf diese Weise 
kann man den Scheidetrichter entbehren. 

Methodik. Der Urin (z. B. 500cem) wird mit Schwefelséure leicht 
angeséuert und im Vakuum auf etwa !/,) seines urspriinglichen Volumens 
eingeengt (z. B. etwa 25ccem). Dabei ergibt sich eine dickfliissige Masse. 
Wird der Riickstand allzu dickfliissig, so daB er beim Aufschiitteln mit 
Ather nicht eine feine Emulsion ergibt, so kann man etwas Wasser hinzu- 
fiigen. 

Der Riickstand bleibt in demselben Kolben, in dem die Bindampfung 
vorgenommen wurde. Nun wird etwa 20mal soviel Ather zugegeben wie 
der Riickstand ‘betragt (in unserem Beispiel etwa 500 ccm), der Kolben 
mit einem Gummistopfen verschlossen und kraftig geschiittelt, wobei 
sich eine Emulsion des Riickstandes im Ather bildet. Nach Zusatz von 
1 bis 2cem konzentrierter, wasseriger Ammoniaklésung (auf 12 bis 25 cem 
Riickstand) wird nochmals einige Minuten kraftig geschiittelt. Bei dieser 
ersten Ausschiittelung wird fast alles Perkain aus der Wasserphase in die 
Atherphase iiberfiihrt, da diese ja vielfach gréBer ist als die Wasserphase. 
Jetzt gibt man langsam unter stindigem kraftigen Schiitteln solange 
trockenes Natriumsulfat zu, bis die wasserige Phase in eine dickfliissige 
Masse umgewandelt ist. Bei weiterem Zusatz von Traganth bildet sich 
rasch eine trockene, feinkérnige Masse. 

Der Ather ist nun vollig klar. Er wird durch ein Wattefilter abgegossen, 
und die kérnige Masse wird zweimal mit Ather ausgewaschen, und zwar 
mit etwa !/; bzw. !/;, der zum Ausschiitteln benutzten Menge (in unserem 
Beispiel 100 bzw. 50 ccm). Die gesammelten Atherausziige werden unter 
Zusatz einiger Stiickchen Bimsstein in einem 200-cem-Erlenmeyer-Kolben 
zur vOlligen Trockenheit eingedampft. Der Riickstand, der meist etwas 
braun gefarbt ist, wird im Kolben mit einigen Tropfen verdiinnter Schwefel- 
siure und etwas Wasser gelést, die Lésung in einen Scheidetrichter filtriert 
und bei einem Volumen von etwa 25 ccm zweimal mit der gleichen Menge 
Ather ausgeschiittelt. Der saure Atherauszug wird durch Abpipettieren 
aus dem Scheidetrichter entfernt. Darauf wird die Lésung mit 0,5 cem 
konzentrierter wasseriger Ammoniaklésung alkalisch gemacht und wiederum 
zweimal mit der gleichen Menge Ather ausgeschiittelt. Die beiden basischen 
Atherausziige werden mit Natriumsulfat getrocknet (die sauren werden 
nicht verwandt) und durch ein kleines Wattefilter in einen 100-cem-Erlen- 
meyer-Kolben filtriert. Nun wird der Ather abgedampft und weiter wie 
bei der .,quantitativen Bestimmung in wasseriger Lésung* verfahren. 

Um sicher zu gehen, daB man wirklich Perkain bei der Titration 
bestimmt hat, siuert man die Analysenlésung wieder an, filtriert in 
einen Scheidetrichter, schiittelt wie gew6hnlich bei ammoniakalkalischer 
Reaktion aus, dampft den Ather ab und trocknet den Riickstand. 

Zur Identifizierung priift man den Riickstand auf seine anasthe- 
sierende Wirkung mit der Zungenspitze. 
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464 Kx. O. Méller: Bestimmung von Perkain im Urin. 


In einigen Tropfen verdiinnter Salzsiure und einigen Kubik- 
zentimeter Wasser lést man den Riickstand auf, filtriert und setzt 
einige Tropfen filtrierter, frisch hergestellter Lésung von Reineckes 
Salz hinzu. Bei Anwesenheit von Perkain bildet sich ein volumindéser. 
weinroter Niederschlag. Wenn die Niederschlagsmenge nicht zu klein 
ist, filtriert man ihn durch eine kleine Glasnutsche, wascht ihn sorg- 
faltig mit Wasser aus, trocknet ihn im Vakuumexsikkator und bestimmt 
den Schmelzpunkt. Dieser soll bei 120° liegen, kann jedoch etwas 
abweichen, wenn der Niederschlag nicht ganz rein war. 

Analysenbeispiele. 

1. 50mg Perkain in 500cem menschlichem Harn. Saureverbrauch 
12.82 cem n/1l00 HCI W 48,8 mg Perkain. 

2. 20,0 mg Perkain in 400 cem menschlichem Harn. Saureverbrauch 
5.03 cem n/l00 HCl ~ 19,1 mg Perkain. 

Die beschriebene Methode, die, wie die Beispiele zeigen, gute 
Resultate gibt, ist wahrscheinlich auch zur Isolierung anderer Alkaloide 
als Perkain brauchbar. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Reihe von Identitatsreaktionen fiir Perkain durch- 
geprift. 

2. Perkainlésungen sind haltbar bei langerem Stehen, bei Zimmer- 
temperatur und bei mehrstiindigem Erwairmen auf 100°. 

3. Es wird eine Methode zur Bestimmung des Perkains in wasseriger 
Lésung angegeben. 

4. Es wird eine Methode zur Bestimmung kleiner Mengen Perkain 
in groBen Urinmengen angegeben. Die Isolierung des Perkains gelingt 
mit dieser Methode sicherer und schneller als mit der meist angewandten 
Methode von Stas-Otto. 
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l-Tyrosin, Vorkommen und Abtrennung: am Beispiel 
der Saubohne, Vicia Faba L. 


Von 
Hans Schmalfub, Alfred Heider und Kurt Winkelmann. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 
(Eingegangen am 7. Februar 1933.) 


Die vier Farbvorstufen: Tyramin, Oxytyramin, Tyrosin und Di- 
oxyphenylalanin lassen sich gedanklich wie folgt verknitpfen. 


HO H H 
HO —C—C—NH, Oxytyramin 
| a 
H H 41.9 
H H 2 
HO (—C—NH, Tyramin 
H H 
Ho H NH, o 
ne Dioxyphenylalanin HO— —C—C—C—OH 
A 
H H 
My Og ; 
H NH, 0 
Sens Tyrosin H0- C—C— 
CC OH 


Wir priiften am Beispiel der Saubohne! und des Besenginsters?, wieweit 
die Pflanze im gleichen Sinne verknipft. Im Besenginster, Sarothamnus 
scoparius Wimm., fanden wir Tyramin und Oxytyramin®: in der 
Saubohne entdeckte Guggenheim Dioxyphenylalanin*. Wir fahndeten 
nun in der Saubohne nach Tyrosin, Tvramin und Oxytyramin. 


' H.Schmalfuf u.H. Barthme yer, diese Zeitschr. 190, 424, 1927; Zeitschr. 
f. indukt. Abstammungs- u. Vererbungslehre 47, 261, 1928. 

2 Dieselben, diese Zeitschr. 189, 230, 1927. 

3-H. SchmalfuB u. A. Heider, ebenda 236, 226, 1931. 

4 M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. SS, 276. 1913. 
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466 H. SchmalfuB, A. Heider u. K. Winkelmann: 


Schon 1898 vermuteten Bourquelot und Hérissey! in den dunklungs- 
bereiten Hiilsen der Saubohne Tyrosin. Damals war aber das alhnliche 
Dioxyphenylalanin noch nicht bekannt. Halt man sich genau an die 
Vorschrift der genannten Forscher, so gewinnt man im wesentlichen 
Dioxyphenylalanin, dem héchstens geringe Mengen Tyrosin beigemengt 
sind. Aus den Angaben der Forscher 148t sich entnehmen, daB sie zum 
mindesten kein reines Tyrosin in Hinden hatten. Denn sie arbeiteten 
mit nicht heiBer 1°,iger wasseriger Lésung ihrer Kristalle; Tyrosin 
ist aber kalt nur zu 0,05°,, in siedendem Wasser nur zu 0,5°, léslich. 

Um dem Einwand zu entgehen, Tyrosin bilde sich durch unseren 
Eingriff aus EiweiB, arbeiteten wir auf drei verschiedene Weisen. Wir 
untersuchten: 

1. einen kalt gewonnenen wasserigen Auszug aus griinen Hiilsen; 

2. einen wisserigen Kochsaft ; 

3. einen athylalkoholischen Kochsaft. 

Alle drei Arbeitsweisen ergaben Tyrosin neben Dioxyphenylalanin, 
aber kein zugehériges Amin. Wir beschreiben nur eine Arbeitsweise. 


Ausziehen der Hiilsen?. 


Um eiweiBabbauende Beschleuniger zu zerstéren, kochten wir 
2 kg frisch gepfliickte griine Hiilsen 1 Stunde lang mit 4 Litern Wasser. 
Kleinwesen hielten wir fern durch Bedecken des abkiihlenden GefaBes, 
Uberschichten mit Ather und Umschiitteln. Nach 30tigigem Aus- 
ziehen im verschlossenen GefaB filterten wir die schwach saure Fliissig- 
keit ab. 

Abscheiden der Aminosiuren. 

Grundgedanke: Tyrosin fallt mit Bleiacetat nur aus stark basischer 
Lésung; Dioxyphenylalanin aus kaum basischer; stérende Verunreini- 
gungen fallen schon aus saurer Lésung. Den wasserigen Auszug ver- 
setzten wir solange mit einer 20°,igen Lésung von neutralem Bleiacetat, 
bis kein Niederschlag mehr fiel. Wir entfernten den wertlosen, gallertigen 
Niederschlag und machten die Lésung mit 20 cem 25°,igem Ammoniak 
basisch. Nach Zugabe von 140 cem basischem Bleiacetat (D. A. B. 6) 
fiel ein gut absitzender Niederschlag 1. 

Aus der abgefilterten Lésung fiel mit weiteren 100 ccm des basischen 
Bleiacetats und 50 cem 25°,igem Ammoniak der Niederschlag 2. 


1 J. Pharm. chim. [6], 8, 385, 1898. 

? Herrn Prof. Bredemann vom Institut fiir angewandte Botanik Ham- 
burg danken wir: er hatte die Freundlichkeit, uns 1931 einen Teil des 
Versuchsfeldes zur Verfiigung zu stellen. Den Samen bezogen wir von 
Ernst und von Spreckelsen, Hamburg. Die Ziichtung soll rein wei blithen; 
die Samenschale soll beim Kochen nicht dunkeln; 3,5°, Riickschlige auf 
die Stammform sollen vorkommen. 
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1-Tyrosin, Vorkommen und Abtrennung. 467 


Wir schlammten beide Niederschlage einzeln in etwa_ 1 Liter 
Wasser auf und zersetzten mit Schwefelwasserstoff. Nach dem Ent- 
fernen des Bleisulfids engten wir beide Lésungen bei etwa 12 mm 
Druck auf 50 cem ein. 

Die Lésung 1 versetzten wir mit so wenig Ammoniak, daB Lackmus 
gerade noch gerétet wurde. Beim Stehen in Eis erhielten wir 2,6 g 
Kristalle?. Eine Probe davon gab mit wasserigem Eisen(IL1)-chlorid 
ein tiefes Griin, das mit Natriumcarbonat in Rot iiberging. Die Kristalle 
waren, wie erwartet, fast reines 3, 4-Dioxyphenylalanin?. 


Aus der Lésung 2 fielen nach 24 Stunden bei 0° 0,16 g nadelige 
Kristalle*. Sie verhielten sich wie Tyrosin. Eine wasserige Lésung gab 
mit Millons Gemisch einen tiefroten Niederschlag, dagegen keine 
Farbung mit wisserigem Eisen(III)-chlorid, auch nicht nach weiterem 
Zusatz von Natriumcarbonat. Der Zersetzungspunkt lag bei etwa 308°. 


I. 4,170 mg: 2,31 mg H,O; 9,07 mg CQ. 
Il. 4,041 ,, : 2,27 ,. H,O; 8,81 ,, CQ,. 


Tyrosin ber.: 6,12%) H, 59,63°, C; 
gef.: 6,20°% H, 59,32% C, 
6.29% H, 59.46% C€. 


Um zu entscheiden, ob o-, m- oder p-Tyrosin vorlag, stellten wir die 
O-N-Dibenzoylverbindung her. Hierzu schiittelten wir 10 mg des Tyrosins 
in 20cem 2,5 %iger Natriumearbonat-Lésung sechsmal mit je 3 Tropfen 
Benzoylchlorid (0,3 g) bis zum Verschwinden des Geruches, befreiten von 
der entstandenen Triibung und machten mit 5ccem Salzséure kongosauer. 
Dabei entstand wiederum ein Niederschlag, den wir abfilterten, griindlich 
mit Wasser wuschen und auf Ton trockneten. Durch dreimaliges Waschen 
mit je 5ccm siedenden Petrolaithers (50 bis 60°) entfernten wir Benzoe- 
siure. Es hinterblieben 11 mg reiner Dibenzoylverbindung. Sie schmolz 
bei 215° und im Gemisch mit der Dibenzoylverbindung aus kiinstlichem 
1-Tyrosin vom Schmelzpunkt 214° bei 213° (korr. Fehlergrenze etwa 3°). 


Dunklungswert und Drehung des gewonnenen Tyrosins. 


Das Tyrosin aus Saubohnenhiilsen verhalt sich wie reines (kaufliches) 
1-Tyrosin. Beide lieBen Priifstreifen* aus dem ,,Blut** des ,,Mehlwurmes** 
(Tenebrio molitor L. Larve) iiber Grau nach Schwarz hin dunkeln. Die 
Schwelle lag jeweils bei einer m/57600 Lésung. 

1 2kg ungekochte griine Saubohnenhiilsen einer anderen Ernte ergaben, 
sonst ebenso verarbeitet, 1,8 g Dioxyphenylalanin und 0,06 g Tyrosin. 

2 M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276, 1913. 

3 2 kg ungekochte griine Saubohnenhiilsen einer anderen Ernte ergaben, 
sonst ebenso verarbeitet, 1,8 g Dioxyphenylalanin und 0,06 g Tyrosin. 

* K. Hasebroek, Fermentforschung 7, 1ff., 1923; H. Schmalfup. ebenda 
8, 4, 1924; H. SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Zeitschr.f.indukt. Abstammungs- 
u. Vererbungslehre 53, 67, 1929. 
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468 H. Schmalfub, A. Heider u. K. Winkelmann :1-Tyrosin, Vorkommen usw. 


Da d-Tyrosin, und in geringem MaBe d, l-Tyrosin, viel langsamer und 
unvollkommener dunkeln, liegt I1-Tyrosin vor. Wir bestimmten den Dreh- 
wert in 4%iger Salzsiure [«]}j = — 10,8®; kiinstliches 1-Tyrosin ergab 
[x] ~- 11,09, 


Fahndung nach Tyramin und Oxytyramin. 


Wie oben beschrieben, gewannen wir aus 10 kg griinen Saubohnen- 
hiilsen die Bleiniederschlage und zerlegten sie mit Schwefelwasserstoff. 
Wir engten die so gewonnenen Lésungen schonend! stark ein, ver- 
setzten mit Natronlauge und Chlorkohlensidureester?, atherten aus, 
trieben den Ather ab und erhielten wenig dunkelbraunen Riickstand. 
Selbst nach Animpfen mit O-N-Dicarbomethoxytyramin oder O-Di- 
carbomethoxy - N - carbomethoxy - oxytyramin  kristallisierte nichts. 
Deshalb verseiften wir die Sirupe (0,1 g) durch zweistiindiges Kochen 
mit 37 °,,iger Salzsaure. Die Lésungen ergaben keine Kristalle. Tyramin 
und Oxytyramin kristallisieren aber als Hydrochloride leicht aus solchen 
Lésungen, selbst wenn sie sehr unrein sind. Auch gelingt es so leicht, 
aus Hiilsen des Besenginsters die Amine zu gewinnen. Daher kénnen 
héchstens Spuren der Amine in den Hiilsen der Saubohne enthalten sein. 


Ergebnisse. 


1. Es wird ein Verfahren angegeben, kleine Menge Tyrosin von 
groBen Mengen 3, 4-Dioxyphenylalanin zu trennen. 

2. Die griine Hiilse der Saubohne (Vicia Faba Z.) enthalt l-Tyrosin 
aber kein d-Tyrosin. Tyramin und Oxytyramin waren bisher nicht 
nachzuweisen. Das Paar .,!]-Tyrosin und |-Dioxyphenylalanin“™ in der 
griinen Hiilse der Saubohne entspricht dem Paar ,,Tyramin und Oxy- 
tyramin“ der griinen Hiilse des Besenginsters (Sarothamnus scoparius 
Wimm.). In beiden Fallen ist vom Mon-oxystoff wenig vorhanden, 
vom Dioxystoff viel. 

Es bleibt zu untersuchen, ob der Besenginster Stoff enthalt, durch 
den Tyrosin und Dioxyphenylalanin in Tyramin und Oxytyramin tiber- 
gefiihrt werden, Stoff, welcher der Saubohnenhiilse fehlt. 


Wir danken der Liebig-Stiftung fiir ihre Beihilfe zu dieser Arbeit. 


1 EB. Jantzen u. H. SchmalfuB, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeits- 


method. Abt. V, S. 1513, 1928. 
2 H. SchmalfuB u. A. Heider, diese Zeitschr. 236, 226, 1931. 








wur 
wil 
San 
jail 
pfla 
alle: 
Pro: 
syn 
mog 
gelt 
wir, 
falti 
wur 
gebr 


Lich 
gelas 
Eine 


folge 








Uber die Sterinbildung bei der Keimung. 
Von 


H. Beumer. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik in Gé6ttingen.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1933.) 


Im Anschlu8 an Untersuchungen an _ bebriiteten Hiihnereiern 
wurden von uns auf der Suche nach Verinderungen des Cholesterins 
wihrend des Wachstums einige Versuche wihrend der Keimung von 
Samen unter AusschluB des Lichtes vorgenommen. Es iiberwiegen 
ja im Gegensatz zu dem im Zeichen der Assimilation stehenden normalen 
pflanzlichen Wachstum im Licht bei etioliertem Wachstum die vor 
allem die Kohlenhydrate und Fette angreifenden dissimilatorischen 
Prozesse, deren Einfliisse sich bei dem Fehlen der erst durch die Photo- 
synthese gelieferten plastischen Stoffe fiir die Wachstumsleistung 
méglicherweise im Sinne eines Verbrauches auch an dem Cholesterin 
geltend machen kénnten. Erst nach AbschluB unserer Versuche fanden 
wir, daB iiber den gleichen Gegenstand vor 50 Jahren schon sehr sorg- 
faltige Untersuchungen von Schulze und Barbieri! vorgenommen 
wurden, auf die wir auch in den von den unseren abweichenden Er- 


gebnissen zuriickkommen werden. 


Versuchsanordnung. 

Gleichgewichtige Bohnen und Erbsen wurden angekeimt und unter 
LichtabschluB auf einem Sieb mittels Anopscher Salzlésung wachsen 
gelassen. Nach 3 Wochen war der Endpunkt des Wachstums erreicht. 
Eine gleiche Menge Erbsen wuchs unter den gleichen Verhaltnissen im Lichte. 

Das auf Cholesterin mittels Digitonin untersuchte Material lieferte 
folgende Werte: 

100 g Bohnen enthalten mg Sterin. 








Vor dem Keimen Pflanzen Wachstumszeit 
86,3 121 3 Wochen etioliert 
63,2 76 10 Tage etioliert 
64,8 66 10 Tage , 

100g Erbsen enthalten mg Sterin. 

Vor dem Keimen | Pflanzen Wachstumszeit 
68,7 137,5 3 Wochen etioliert 
63,7 131,0 3 = i 
63,0 107,5 3 u im Licht 


1 J. f. prakt. Chem. 25, 1882. 
31* 
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470 H. Beumer: Sterinbildung bei der Keimung. 


Es geht daraus hervor, daB unter den Bedingungen des etiolierten 
Wachstums im Gegensatz zu den Fetten und Kohlenhydraten, die fast 
vollig aufgezehrt werden, nicht nur kein Verbrauch, sondern ein Zuwachs 
an Sterin, also eine aus den Reservestoffen des Samens sich herleitende 
Cholesterinsynthese stattfindet, die nach 10 Tagen noch wenig, am 

inde der dritten Woche den in den Bohnen praformierten Gehalt um 

fast das Doppelte gesteigert hat. Dieser Befund stimmt mit den Er- 
gebnissen von Schulze und Barbieri tiberein, die an Lupinenkeimlingen 
nach 12- bis l4tagiger Keimung unter LichtabschluB einen Sterin- 
zuwachs von 0,152 auf 0,0306 °,, feststellten, welche Werte sie allerdings, 
da in beiden Fallen von der Trockensubstanz ausgegangen wurde, unter 
Beriicksichtigung der durch die oxydativen Prozesse wahrend der 
Keimung eintretenden Substratanderung, nur als approximativ und 
wahrscheinlich als um 20°, zu hoch bezeichnen. 

Ein auffallend abweichendes Verhalten ergab sich nach Schulze 
und Barbieri bei Lupinen, die auf Flugsand und im Licht gezogen 
wurden. Da in diesen nur Spuren von Sterinen gefunden wurden, 
folgerten die Verfasser, daB in den im Licht sich entwickelnden Pflanz- 
chen ein betrachtlicher Teil der beim Beginn im Samen vorhandenen 
Sterine fiir irgendwelche anderen Stoffbildungen verbraucht warden 
seien. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, zeigen unsere mit einer durch die 
Digitoninmethode sehr erleichterten Technik erlangten Werte nicht 
diese Unterschiede zwischen griinen und etiolierten Pflanzchen. Der 
Steringehalt der griinen Pflinzchen ist ebenfalls stark angewachsen, 
wenn auch etwas hinter dem der etiolierten zuriickbleibend. Auch 
beim Wachstum im Licht wird also kein Sterin verbraucht. Die offenbar 
etwas gréBere Sterinsynthese der etiolierten Pflanzen méchten wir 
auf die im Dunkeln gesteigerte Wachstumsenergie zuriickfiihren. Die 
etiolierten Pflanzchen erreichten eine mehr als doppelte Lange. Es 
scheinen daraus direkte Beziehungen zwischen Sterinneubildung 
einerseits, Wachstumsintensitat und Zellaufbau andererseits hervor- 
zugehen. 

Mein Assistent Bischoff hat an dem gleichen Material die Ver- 
ainderungen hinsichtlich des Dihydrosterins und Ergosterins verfolgt, 
doch lieBen die stark schwankenden Werte keine sicheren Schliisse zu. 


Zusammenfassung. 
Wahrend der Keimung des Samens und der Entwicklung der 
Pflinzchen findet eine sehr lebhafte Sterinneubildung statt, die bei 
etioliertem Wachstum etwas héhere Werte als bei Wachstum im Licht 


erreicht. 
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Zur Frage des Cholesterinabbaues. 


Von 
H. Beumer und H. Fasold. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik in Géttingen.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1933.) 


Die Frage, ob das Cholesterin abgebaut wird oder seinen Kreislauf 
im Organismus ohne wesentliche Veranderungen bis zur Ausscheidung 
beendet, ist ein Problem, das fiir die Beurteilung des Cholesterin- 
stoffwechsels selbst wie auch fiir die Herkunft wichtiger Stoffe, die 
ihrer Struktur nach dem Cholesterin nahestehen, von Interesse ist, 
aber eine sichere Lésung bisher noch nicht gefunden hat. Eine Reihe 
von Tatsachen wie die in ihrer GréBe von der Einfuhr unabhingige 
negative Bilanz und das von uns! friiher bereits kursorisch mitgeteilte 
Unverandert bleiben der Cholesterinbestande bei langdauerndem Hunger, 
schien uns eine gewisse Berechtigung zu einer vorlaufig negativen Be- 
antwortung dieser Frage fiir das exogene und endogene Cholesterin 
zu geben. Indessen erschienen in der letzten Zeit Arbeiten von H. Dam? 
und Page und Menschick*, in denen unter besonderen Verhaltnissen das 
Verschwinden von betrachtlichen Cholesterinmengen berichtet und deren 
intermediarer Abbau als wahrscheinlich angenommen wird. Dam fand 
dies beim Hiihnchen, dessen im Moment des Ausschliipfens sehr hohe 
Cholesterindepots im Laufe der ersten 12 Lebenstage verloren gehen, 
ohne durch die in dem gleichen Zeitraum ausgeschiedenen Cholesterin- 
mengen eine Deckung zu finden. Ebenso stellte Page nach massiver 
Zufuhr an Kaninchen eine Zerstérung bis zu 50°, des verfiitterten 
Cholesterins fest. Diese Mitteilungen veranlaBten uns zu einer Nach- 
priifung unserer friiheren, mit diesen Befunden unvereinbaren Resultate. 

Unsere Untersuchungen erstreckten sich auf die Bilanz, das Ver- 
halten im Hunger und nach Verfiitterung von Cholesterin. 


! Deutsch. med. Wochenschr. 1925, S. 230. 
2 Diese Zeitschr. 1931. 
3 J. of biol. Chem. 97, 359, 1932. 
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472 H. Beumer u. H. Fasold: 


Versuchsanordnung. 


Die Ratten wurden in Glaskafigen mit geneigten Zinkbéden gehalten, 
die eine sichere Gewahr gegen Verluste von Ein- und Ausgaben boten. 
Die Kafige wurden taglich mit Ather und Alkohol sorgfaltig ausgewischt 
und diese Reste mit dem in Alkohol aufbewahrten Kot vereinigt. 


Die breiige Nahrung, der das Cholesterin in 61 gelést zugefiigt 
wurde, war so dosiert, daB sie restlos verzehrt wurde. Die Extraktion 
der Ratten und Exkremente samt Nahrungsresten erfolgte nach Fez, 
die Cholesterinbestimmung nach Windaus. 


1. Bilanzversuch am Sdugling. 


Ein 5'/,monatiger Saéugling erhielt neben taglich 700 cem Milchsaure- 
milch in der achttagigen Hauptperiode auf die ersten 4 Tage verteilt 35,462 g 
ErdnuB6l mit 1,2 g Cholesterin. 10g ErdnuB6l enthielten 4,99 mg Sterin. 
1000 cem Milchsaéurevollmilch mit 2°, Mondamin und 5°, Nahrzucker 
enthielten 141 mg Sterin. 





Durehschnitt- 


Kotmenge Sterinzufuhr  Sterinausfuhr liche tigliche 

Bilanz 
Hauptperiode, 8 Tage 291 g 2,008 2,159 — 0.021 
Nachperiode, 4 Tage 110 g 0,395 0,486 — 0,022 


Urgebnis. Innerhalb der achttagigen Hauptperiode erscheint eine 
der Zufuhr entsprechende Sterinmenge, vermehrt um eine als endogene 
Quote anzusehende Menge wieder. Die Bilanz ist in beiden Perioden 
negativ um einen fast gleichen Betrag. Man darf daher wohl vermuten, 
daB von dem zugefiihrten Sterin nichts zerstért worden ist. 


2. Hungerversuche an Ratten. 


Bei den Hungerversuchen wurden die Versuchsratten bis zum Tode 
auf Ringerlésung gesetzt und darauf die ganzen Tiere einschlieBlich der in 
der Versuchszeit entleerten Dejekte auf Cholesterin untersucht. Zum 
Vergleich dienten gleichgewichtige Ratten, die beim Beginn der Versuche 
getétet und analysiert wurden. Die dabei gemachte Voraussetzung. dal 
gleiches Gewicht auch gleichen Cholesteringehalt bedeutet, kann sich 
erwartungsgemaé8 nur annahernd erfiillen, doch ergab sich bei vier Versuchs- 
paaren eine auffallende Konstanz der Werte, und nur ein Paar fiel aus der 
Reihe. Lassen wir dieses unberiicksichtigt, ergibt sich fiir die Hungerratten 
einschlieBlich Exkrementen ein Gesamtcholesterindurchschnittswert von 
0,354 g gegen 0,362 g bei den Kontrollratten. Noch deutlicher wird die 
Ubereinstimmung, wenn man die Cholesterinwerte auf die Ausgangsgewichte 
bezieht, wobei sich fiir je 100 g Ratte in beiden Fallen 0,200 g Cholesterin 
ergibt, und dies trotzdem eine Einschmelzung von insgesamt 186g, dem 
Gewicht einer ganzen Ratte entsprechend, wahrend des Hungerns statt- 
gefunden hat. Eine nachweisbare Zerst6érung von Cholesterin ist also im 
Hunger nicht eingetreten. 
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Kontrollratten Hungerratten 
Gewicht Gesamtcholesterin oe oe Endgewicht Gesamtsterin 
£ mg £ 4 mg 
240 420 220) 168 390 
205 420 200 143 420 
142 305 143 107 305 
137 305 139 98 300 


Fitterungsversuche. Die Versuchsratten erhielten etwa 40 mg Chole- 
sterin taglich in leem ErdnuB6l gelést zu einer Buttermilch-Mondamin- 
nahrung, die Kontrollratten die gleiche Nahrung mit ErdnuB6él. Die Butter- 
milch mit Zusaétzen enthielt 26 mg Sterin pro Liter; 10 g ErdnuB6l 4,99 mg 
Sterin. 


Das Ergebnis dieser Versuche war das Folgende: 











5 as é = 
F 3 Ect = be | 3 
F 2 Sou S | ae | & 
i Z Seu § £3 & 
c z ses of | 48) 
mg mg 0/5 mg mg mg g g 
1. Versuchsratten. 
11 421 202 219 52 292 233 140 126 
21 716 400 316 44.2 275 239 126 115 
21 657 355 302 46.1 315 244 135 129 
2. Kontrollratte. 
21 33 139 270 221 122 122 


Bei der Kontrollratte ist demgemaB eine stark negative Chole- 
sterinbilanz zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu ist bei den mit Chole- 
sterin gefiitterten Tieren die Cholesterinbilanz auBerordentlich stark 
positiv, d.h. im Stuhl finden sich nur etwa 50°, des verfiitterten 
Cholesterins wieder, und da das Kérpercholesterin der Versuchsratte 
nur eine unwesentliche Anreicherung von schitzungsweise héchstens 
25 mg zeigt, ergibt sich, daB ein sehr groBer Teil des verfiitterten Chole- 
sterins nicht mehr auffindbar und offenbar zerstért worden ist. Dieses 
Ergebnis entspricht also ganz den Pageschen Befunden. 


Zur Feststellung, an welchem Ort die Zerstérung stattfindet, 
unternahmen wir zunaichst einen Bebriitungsversuch des Kotes, indem 
ein Kaninchen, nachdem es an drei Vortagen je 400 mg Cholesterin in 
Ol gelést erhalten hatte, getétet und der gesamte Darminhalt bei 37° 
dem Nachfaulen iiberlassen wurde. Selbst nach zehntagiger Fiulnis 
erwies sich der Cholesteringehalt des Kotes nicht vermindert, so dab 
also eine Zerstérung dabei nicht erfolgt war. 
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100 g Kot enthielten: 
vor Bebriitung. . . . . . . . 0,324g Sterin 
nach 4Tagen. ...... . 0,321g 
ie Ce ee a te 


Nunmehr wiederholten wir die Fiitterungsversuche mit der Ab- 
ainderung, daB statt des Cholesterins ein reines Sitosterin (aus Radix 
Scopolia gewonnen, nach Windaus!) (Merck) in Ol verfiittert wurde 
mit dem folgenden Ergebnis: 














a = = z z == = © : , 2 
= = = ch | = = Ss Lg = 

a. | £5 £3 5 sc5 422 42 €: = 
Bs | as z= B | Be S52 | Se™ Sy z 
oa as 2s = Sok Sve =" we os x 
se | O88 Se i Sm ik si! e 5g = 
z ~s a = BE = 3 ¢ 2 5 
bas Ri > > "2 o 5 

Tage | mg mg mg %o mg mg ng g g 
9 368 113 255 69,6 330 188 220 175 175 
16 593 100 493 83,1 375 201 198 175 187 
16 568 130 438 77,1 _ -- 172 181 


Der Versuch zeigt. daB ebenso wie von dem Cholesterin auch von dem 
verfiitterten Sitosterin ein sehr groBer Teil verschwunden ist. Da nach 
den Schénheimerschen® Untersuchungen das Sitosterin wie auch andere 
pflanzliche Sterine vom Magen-Darmkanal aus nicht resorbiert werden, kann 
der Ort der Zerstérung in diesem Versuch nicht intermediar. sondern nur im 
Darm selbst gelegen sein. Wir méchten daraus die SchluBfolgerung ziehen,. 
daB es sich bei den Pageschen und unseren Fiitterungsversuchen, wo ein 
Verschwinden des Cholesterins beobachtet wurde, lediglich um _ einen 
enteralen bakteriellen Abbauvorgang des Cholesterins, der das Problem 
des intermediaéren Cholesterinabbaues nicht beriihrt, handelt und der auf 
die besonderen bakteriellen Verhaltnisse im Darm dieser Tiere zuriick- 
zufiihren ist. 

Zusammenfassung. 


Beim Saugling nach Verfiitterung gréBerer Mengen von Cholesterin, 
bei Ratten im Hunger und bei gewéhnlicher Ernahrung lieB sich ein 
Cholesterinabbau nicht nachweisen. Bei Verfiitterung von Cholesterin, 
aber auch in gleicher Weise bei Verfiitterung von nicht resorbierbarem 
Sitosterin an Ratten, findet eine umfangreiche Zerstérung der Sterine 
statt, die aber als rein enteraler Vorgang auf bakterielle Wirkungen 
bezogen wird. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 109, 1924. 
* Ebenda 180. 1929. 
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Uber das Gleichgewicht 
zwischen Kohlenoxydhaimoglobin und Ferricyankalium. 


Von 


Herhert Schiiler. 


(Eingegangen am 23, Februar 1933.) 


Zu meinem Bedauern habe ich iibersehen’. daB schon J. B. Conant? 
iiber das Gleichgewicht zwischen Kohlenoxydhamoglobin und Ferri- 
cyankalium gearbeitet hat, worauf mich Herr Conant freundlichst auf- 
merksam machte. Es scheint mir aber, daB man dieses Gleichgewicht 
nur dann bestimmen kann, wenn man. wie es in meiner Arbeit geschehen 
ist, nicht nur das ausgetriebene Kohlenoxyd miBt, sondern auch den Ver- 
brauch an Ferricyankalium. Denn! Ferricyankalium reagiert nicht nur 
mit dem Eisen des Hamoglobins, sondern auch mit der SH-Gruppe des 


Globins. 


1 H. Schiller, diese Zeitschr. 255, 474, 1932. 
2 J. B. Conant u. N. D. Scott, J. Biol. Chem. 69, 575, 1926; 76, 
207, 1928. 
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